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1.1　本研究の目的と意義
　本研究の目的は、単一細胞の配置が制御された神経回路を構築する際に重要となる、
培養した単一神経細胞の形態制御と操作を可能にするデバイス「単一神経細胞プレー
ト」を構築することである。加えて、神経細胞同士を隣接させた際のシナプス形成能
を評価することによって、神経回路構築における本プレートの有用性を議論する。
　ヒトの脳の神経回路は神経細胞の細胞体と神経突起の間の多数の接続によって成り
立ち、知能的な情報処理を担っている [1-3]。生体内の非常に複雑な神経回路 [4-6]に比べ
ると、生体外の神経回路は物理的・化学的な環境を制御しやすく回路構造がシンプル
であるという利点があり、単一細胞レベルの回路の解析を行いやすい [7-10]。特に、再
現性のある解析のために、物理・化学的な細胞パターニング技術によって個々の神経
細胞の形態と接続性（すなわち神経回路の構造）を制御する試みが追及されてきた [11-
28]。過去の研究における重要な発見の一つに、細胞非接着性の背景に円形また線形の細
胞接着性マイクロパターンを設けることによって神経細胞の細胞体と神経突起の選択
的な接着が促されるということがある [11, 14, 16-22]。加えて円形と線形のマイクロパター
ンを格子状に並べたものが、機能的なシナプス結合をもつ神経回路の構造を制御でき
ることが報告されている [23-28]。しかしながら、既存の手法を用いた細胞パターニング
の質は神経回路の構造を完全に制御するにはまだ十分でない [12]。なぜなら、円形のパ
ターンに細胞体が多数接着する /あるいは一つも接着しない場合、また線形のパター
ンに神経突起が伸びない場合が多くあるためである。この複数の細胞体の位置と神経
突起の本数の制御に関する制限が神経回路構築の再現性を妨げていた。
　そこで本研究では、細胞パターニングを用いた神経回路構築技術における上記の問
題を解決するために、神経細胞の細胞体をある数の神経突起を伸ばした状態で特定の
場所に精密に配置するための技術「単一神経細胞プレ―ト」を提案する。これはマイ
クロプレート技術 [29-32]を応用したものである。マイクロプレートとは、一細胞～数十
細胞ほどの大きさの円形あるいは四角形の微小な板で、接着性細胞（繊維芽細胞 [29-32]、
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肝細胞 [29, 31]、筋肉細胞 [30]）のハンドリングを可能にするものである。本研究では、マ
イクロプレートの形状を新たに設計し、単一神経細胞の細胞体と神経突起をそれぞれ
接着させるための一つの円とそこから伸びるいくつかの線を持たせた。単一神経細胞
プレートの形状によって単一神経細胞の細胞体、神経突起の形態を制御できること（形
態制御性）、またプレートによって神経細胞を培養中に操作できること (操作性 )を示
す。また、プレートによって操作した神経細胞を隣接配置しシナプス形成能を評価す
ることで、神経回路構築における有用性を議論する。本技術により、形態の決まった
神経細胞の位置を生きたまま培養中に変更することを初めて可能にし、またあたかも
電子部品を組み合わせて電子回路を作るかのように、望みの形状の神経細胞を組み合
わせて神経回路を作るという新たな神経回路構築の手法を提案する。
　本研究で提案する手法は、単一神経細胞レベルで神経回路を設計し再現性良く構築
するために有用であると考えられる。従って、神経回路の単一神経細胞レベルでの振
る舞いを記述しようとする数理モデリング /シミュレーションの研究 [84]における実験
系として発展することが期待できる。単一神経細胞レベルでの神経回路の数理モデリ
ング研究において、各神経細胞の膜の電気特性やシナプスの伝達効率などのパラメー
タを設定し回路としてどのようなふるまいを示すのかが観察されてきた。これにより、
生体の複雑な脳において現在の技術では計測が困難な、単一神経細胞レベルの神経回
路のふるまいを理論的に予測することが期待される。しかしながら、コンピュータ上
で生成した神経細胞・神経回路のふるまいが実際に生きた神経細胞でも再現されるの
か確かめることが困難であった。そこで、形態が制御された望みの神経細胞を用いて
望みの構造の神経回路を構築できるようになれば、数理モデリングした神経回路のふ
るまいが実際に生きた神経回路でも再現されるのかを確認する実験系として役立つと
考えられる。また、神経回路を構築し活動を計測した結果をみて新たな数理モデルを
創出するといった構成的なアプローチも可能になると期待できる。
1.2 　研究の背景
1.2.1　神経回路研究の動機
　機械や生命体を含む全ての自律システムは、外界から入力を受け、内部の情報処理
装置によって情報を処理し、外界へ適切な出力を与える機能を有する。ここで、内部
の情報処理装置とは、機械の場合は電子素子が多数集積し回路を形成することで成る
電子回路であり、生命体の場合は神経細胞が多数ネットワーク化することで形成され
る神経回路である。電子素子は機能に応じて種別化され、 機能的な素子が特定の回路
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を形成することで複雑な情報処理を実現する。 電子素子の特性や、 素子の結合形態に
よる回路の機能特性については長年研究されており、多くのことが明らかになってい
る。これらの機能や情報処理機構が判明している点が電子回路技術の優れた特徴であ
り、特性を規格化した電子素子を大量生産することができる。また電子素子で電子回
路を構築することによって、多様な情報処理を実現する様々な機械が製作され発展を
遂げてきた。
　一方、生体の情報処理装置である神経回路については、素子である神経細胞を特徴
づける機能分子としての発現タンパク質の種類ごとの機能差や、素子同士の結合形態
における情報処理の差が注目されている。しかし未だ素子である神経細胞の特性の多
くが明らかではなく、また神経細胞同士の結合形態による機能発現の差や、情報処理
様式もほとんど明らかになっていない .。それでも神経回路の特性や情報処理の解明に
は多くの興味が集まっている。なぜなら、生命体において、神経回路は現在の電子回
路技術では実現できない知能的な情報処理を行なっているためである。例えば知能を
持つ人型ロボットや自律思考する人工知能は現在実現できていないが、神経回路の動
態が解析され、還元論的に生命体が行なっている知能的な情報処理を数式で表現する
ことが出来るようになれば、同じ情報処理を実現する機械を電子回路技術でつくり、
自律的に高度な情報処理能力を持つ機械を製作することが出来るのではないかと考え
られている。 生命体のような知能を持つ機械が大量生産できるようになれば、人間の
生活のあらゆる場面で有効活用されることが期待される。このように、神経回路の特
性や情報処理を研究することは ,知能情報工学において , 知能を実現する基盤を生み出
すという意味で重要な課題である。
1.2.2　計算論的神経科学における神経回路
　神経回路が行っている情報処理をモデル化する試みとして、計算論的神経科学の研
究が行われてきた [87, 88]。 神経細胞の活動電位発生、イオンチャネルの動態、神経突起
上の電導、シナプス統合、神経回路の活動まで、単一細胞レベルから回路レベルの物
理・化学的な挙動のモデルが提案されている [87]。最もシンプルな神経回路のモデルは
ニューラルネットワークモデルである (Fig. 1. 1)。神経細胞は樹状突起・細胞体・軸索
の形態を持ち、それぞれ電気信号の入力・統合・出力の機能を持つものとする。神経
回路は個々の神経細胞が軸索・樹状突起の間で形成されるシナプス結合によって回路
状に繋がったものとしてモデル化される。接続した前段の神経細胞から出力された信
号はシナプスにおいて調節され、個々の神経細胞からの信号が後段の細胞体において
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統合され、閾値を越えると軸索から信号が出力される。
　神経科学実験において、特に生体外の培養系を用いることで、単一神経細胞の物理・
化学的特性が明らかにされてきた [34-48]。これに伴って、計算論的な単一細胞のモデル
化が行わ ,その単一細胞を回路状に組み合わせ、シナプス結合に関する知見を取り入
れることで神経回路をモデル化する試みが行われてきた [87]。理論的には神経回路の単
一細胞・単一突起・シナプスの動態を記述し、活動電位の経時的なパターンを得るこ
とで神経回路が行っている情報処理の仕組みを理解する手がかりを得ることが目的の
一つである。また、遺伝子発現、回路の接続構造の可塑性、シナプスにおける信号調
節の可塑性、グリア細胞など他細胞との相互作用など、生体内で起きていることが知
られている現象を詳しくモデルに含めていくことで、生体の神経回路の挙動をモデリ
ングしていくことができると期待できる。しかしながら、神経回路のモデルを発展さ
せていく過程で、モデルが実際の神経回路の挙動をどの程度再現できているのかとい
う妥当性を評価することが難しい (Fig. 1. 2)。なぜなら、実験的に解析可能な神経回路
は、生体内のものと生体外で培養したもののいずれも、細胞が多数重なり合い、神経
突起が複雑に絡まり合う構造をとるため、単一細胞 /突起 /シナプスレベルの現象を回
路レベルで解析することが困難だからである。理論と実験を組み合わせて神経回路の
情報処理機構を明らかにしていくうえで、実験面での知見を得て理論面に反映し、理
論から得られる予測をもとに実験を進めることが必要である。従って、実験面で単一
細胞 /突起 /シナプスレベルの現象を回路レベルで解析可能にするための技術を今後開
Fig. 1. 1 神経細胞および神経回路のモデル。(a) 単一神経細胞のモデル。樹状突起から入力された電気信号が細胞
体で統合され、軸索から出力される。(b) 神経回路のモデル。神経細胞から出力された信号はシナプスでの調節を
介して接続した神経細胞に入力され、回路の出力になる。
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発し、理論と実験面でのギャップを埋めることが急務である。
1.2.3　生体外での神経回路の培養
　ヒトの脳では 1000億以上の神経細胞がシナプスと呼ばれる接着構造を介して回路
を形成しており、認知・感情・行動・記憶・学習といった知能的な情報処理の基盤と
なっている [1]。複雑精緻な神経回路が行う知能的な情報処理のメカニズムは未だはっ
きりとは理解されていないものの、細胞・分子レベルの現象に着目した神経科学の追
求により、原理解明の基礎となりうる知識が蓄えられ続けている。現在までの分子細
胞生物学的な神経科学研究において、1970年代から開発された生体外における神経
細胞の培養技術 [34]-[36]が重要な役割果たしてきた。生体外で培養した神経細胞は生体
内よりも極めて複雑性の低い環境で解析可能であり、かつ生体内での性質を多く維持
するため [35]、例えばシナプス形成におけるシナプスタンパク質と栄養因子の役割 [38]37-
39[40]、　シナプスにおける情報伝達の調節機構 [41]40-42]、てんかんの細胞基盤 [44]43-[46]、記
憶の細胞基盤 [46]-[48]など様々な分子細胞レベルのメカニズム解明の研究に用いられて
きた。一般的に用いられるラット初代培養海馬神経細胞の神経回路を Fig. 1. 3に示す。
図のように、培養した神経細胞の細胞体と神経突起（軸索・樹状突起）の配置はラン
ダムであり、実験のたびに異なった構造の神経回路が得られる。従って、神経回路の
Fig. 1. 2 神経回路の計算論的モデルと実験におけるギャップ。 一般的に計算論的モデルは単一細胞・突起レベル
での神経回路の挙動を記述し理解することを目指すが、実験で得られる神経回路は細胞が重なり合い、突起が絡まっ
ているため単一細胞・突起レベルの活動の計測が難しい。従って、理論的なモデルにより予測される神経回路の挙
動が実際に生きた神経回路で行われているのか、すなわち神経回路のモデルの妥当性を、実験によって確かめるこ
とが困難である。
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構造に由来する機能の差を調べるのは難しい、また回路の挙動を調べるにあたって実
験の再現性がないという問題点がある。神経回路内の単一細胞の現象を研究するため
にはこのような古典的な培養系が重宝されてきたが、神経回路の回路としての現象を
研究するためには培養系に神経回路の構造に関する再現性を与える技術が必要である。
1.2.4　マイクロパターニングを利用した神経回路構築技術
　培養した神経回路の構造に再現性を与えるための方法として、レーザー照射により
軸索を切断することで回路形成を制御する方法 [65]や , 神経細胞の接着できる領域を制
御することで細胞体の接着位置・神経突起の伸展領域・回路成長に制限を与える方法
[11-28, 49-64]が考えられる。Micro Electro Mechanical Systems (MEMS)の製作などに用いら
れるマイクロ加工技術を用いた細胞のマイクロパターニング技術の発達により、その
ような突起伸展や回路形成を人工的に制御することができるようになってきた (Fig. 1. 
4)。 突起伸展の制御は、微小な溝形の構造体の内側に神経細胞を播種し溝の内部のみ
で突起伸展を行わせる物理的制約法と、培養表面へ細胞接着分子の微細なパターンを
描き神経細胞の突起伸展をパターン内のみで行わせる化学制約法の 2通りに大別され
る。物理的制約は、マイクロ加工技術によってガラスやシリコーンゴムなどの細胞の
培養に適した材料の上に、フォトレジストやハイドロゲルの壁を作ることで溝を形成
する。このとき、細胞を接着させたい溝の内部に細胞接着分子をパターンしておき、
壁の部分に細胞非接着性分子をパターンしておくと細胞を効率的にパターンできるこ
とが知られている。また、化学的制約による方法は、凸型の細胞接着領域パターンを
Fig. 1. 3 生体外で培養した神経回路。( 左 ) 胎齢 18 日ラット初代培養海馬神経細胞、培養 5 日目の位相差顕微鏡
画像、( 右 ) その軸索（緑）、樹状突起（マゼンタ）、細胞核（青）の染色画像。
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設けたシリコーンゴムに細胞接着分子を浸したうえで乾かし、細胞培養用に適した基
板の上にその分子をスタンプしてパターニングするマイクロコンタクトプリント法、
あるいは犠牲層を細胞接着領域以外の場所にパターンしておき細胞接着分子を前面に
コートした後で犠牲層を除去するリフトオフ法などがよく用いられる。マイクロパター
ンの下に微小電極を製作することで、形成された神経回路の活動を計測し解析する方
法も提案されている。
　神経回路の形成の制御は、上述した方法を用いて、神経細胞の接着できるマイクロ
パターンを回路のような構造にしておくことで実現されてきた。マイクロパターンを
用いた生体外における神経回路研究の利点は、神経回路の接続形態を実験者がデザイ
ン可能な点であり、ある程度再現性良く同じ構造を持った神経回路が実験のたびに得
られる点である。この性質により、神経細胞同士の特定の接続形態に関する回路の活
動について網羅的に調べることができる、また、再現性があれば回路の活動について
定量的な解析ができると考えられる。
 
1.2.5　従来技術における問題点
　培養神経回路を設計し、再現性良く人工的に構築することを目指すマイクロパター
ニング技術であるが、現在までに提案された方法においては単一神経細胞・単一神経
Fig. 1. 4 神経細胞のマイクロパターニング。(a) 神経細胞の接着できる領域を限定することで、神経細胞の形態を
制御することができる。(b) 物理的制約によるパターニング。(c) 化学的制約によるパターニング。
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突起レベルでの長期（数週間以上）に渡る精密な神経回路の構造の制御が困難であっ
た。なぜなら、物理的・化学的な制約に対する細胞の従属性自体は高いものの、単一
神経細胞レベルのパターンに対する追従性が非常に低いためである (Fig. 1. 5)。神経細
胞のマイクロパターン技術における狙いの一つは、円形の領域に神経細胞の細胞体を
パターンし、線形の領域に神経突起をパターンすることである。しかしながら、実際
には 2つの問題点、一つは神経細胞の細胞体が複数円領域に接着するか 1つも接着し
ない「細胞体と円形領域のミスマッチ」、もう一つは神経突起が線形の領域に必ずしも
伸展しない「神経突起と線形領域のミスマッチ」が頻繁に起こる。従来のマイクロパター
ン技術は円形領域と線形領域個別への細胞体・神経突起のパターニングは細胞の自発
的な移動・成長に依存している。従って、現在のマイクロパターンを用いた神経回路
構築法には、構築できる回路の再現性が低い、また素子である神経細胞の個数が大き
くなるほど構築の成功率が低くなるという問題点がある。従来のように予め定めた回
路パターンに神経細胞を播種してその後の神経回路の自発的構築を待つ方法では ,1細
胞ごとの制御成功率が回路全体の制御成功率へ細胞数に対して指数関数的に減少する
ため、 細胞数の増加に対する拡張性がない。仮に、1つの神経細胞がデザインに忠実に
制御される確率をp、制御されない確率を1 - pとすると、N個の神経細胞からなるパター
Fig. 1. 5 神経回路のマイクロパターニングにおける問題点。(a) 神経回路を構築するための細胞接着領域のマイク
ロパターンと、設計通りに構築された理想的な神経回路。(b) 実際に起こる細胞体・神経突起とパターンの間のミ
スマッチ。
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ン通りの回路を得られる確率は pN 、すなわち Nに対して指数関数的に低い確率とな
る。 例を挙げると、もし制御される確率が 50% (p = 0.1)であれば、10個の細胞からな
る回路でも、 0.1 %以下の極端に低い確率でしか得られない。 また , 制御確率が 99% (p 
= 0.99)と高くとも、100個の細胞からなる回路を得ようとすると、確率は 37%程度に
まで落ちてしまう（更に本研究の 3章で示す通り、実際にはこの制御確率は 0.5～ 5%
と極めて低いため、高々数個の細胞からなる望みの構造の神経回路を得ることもほぼ
不可能である）。しかし、もし 1細胞ごとの制御成功率が回路の成功率へ高々線形な現
象であれば、細胞数の増加に対して拡張性を持てるようになる。 そのような方法は、
1細胞ごとに制御された後制御が成功した細胞を 100%の精度で集めて回路を構築す
ることに等しい。すなわち、電子回路を構築する際に規格化された電子素子を集めて
配置するように、規格化された神経細胞を素子のように扱えるようにする技術が必要
である。これまでの研究でもっともその技術として有望なもののひとつに、アガロー
スで構築したウェル内に神経細胞を播種していくことで神経細胞を精密に配置し、ア
ガロースウェル間に培養中に溝を構築していくことで神経突起を伸ばす手法 [26]があっ
た。この手法では単一細胞当たりのパターンへの追従性が非常に高かったが、培養開
始時に単一細胞をピックアップしてマイクロサイズのウェルに配置していく高度な操
作が必要であり、また培養開始時には特定のマーカーで神経系の細胞の種類（神経幹
細胞、神経前駆細胞、グリア細胞、興奮性神経細胞、抑制性神経細胞など）を識別し
選別することが困難であることから、回路の素子を種類別に正確に配置することが困
難であるという課題が挙げられる。従って、任意の培養日数で神経細胞を素子として
扱う、つまり細胞を自由に移動可能にする必要があると考えられる。さらに、 神経突
起の進展する方向や長さを制御する必要がある。
1.2.6　マイクロ加工された担体を用いた接着細胞のハンドリング技術
　ここで、上記の問題点を解決するために細胞のハンドリング技術を応用することが
考えられる。神経細胞のような接着細胞は浮遊細胞と異なり、細胞膜上の接着分子を
介して接着した状態でのみ生存・増殖・分化するため、培養する際に一般的には細胞
接着タンパク質や粗い表面、親水化した表面などに接着させる。接着細胞をハンドリ
ングする際には、トリプシンや EDTAなどの薬剤によって接着分子を処理することで
培養表面から引きはがさなければならず、細胞の形態や表面のタンパク質の喪失を免
れない。
　そこで、マイクロ加工技術を用いて細胞サイズの担体を製作し、接着細胞を接着さ
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せておくことで薬剤を用いず接着細胞をハンドリングする手法が考案されてきた [29-
32, 65-83]。Fig. 1. 6に示すように、担体はおよそ単一細胞ほどの 10-50 μ mから多細胞の
1000 μ m程度の大きさで、厚みは 2-50 μ m程度のブロック状の構造として 10-100 μ m
の間隔をあけて製作される。一つの担体は単一の材料か、あるいは最大で細胞接着層、
基板層、犠牲層の 3層の材料からなる。表 1.1に先行研究に用いられた担体の材料と
特徴を示す。細胞接着層は接着細胞を接着させるため層である。接着細胞は種類ごと
に表面に発現する接着分子の種類あるいはその発現量のバランスが異なるため、より
収率よく細胞を接着させるためハンドリングしたい細胞の種類に合った材料が選択さ
れる（例えば繊維芽細胞には I型コラーゲンやフィブロネクチンが適し、ある種の神
経細胞には IV型コラーゲンが適する）。基板層は担体として利用できる程度の硬さや
Fig. 1. 6 接着細胞のハンドリングのためにマイクロ加工技術を用いて製作される担体の構造。
表 1.1 接着細胞のハンドリングのためにマイクロ加工される担体の材料と特徴
層 材料 特徴 参考文献
細胞接着層 コラーゲン ECM タンパク質 29, 65-69, 74, 75
フィブロネクチン ECM タンパク質 66-68, 78, 82, 83
マトリゲル ECM タ ン パ ク 質 を 含
む
70, 75
ゼラチン 可溶、タンパク質 75, 78
ポリ -D- リジン 親水性の分子 66-68
抗 EpCAM 抗体 高特異性 83
基板層 SiO2 自家蛍光が極めて少な
い
29
パリレン 柔軟 30-32
SU-8 フォトレジスト 66-71
ポリスチレン 自家蛍光が少ない 70, 73-75
1002F フォトレジスト 70, 72, 75, 76, 78, 82, 
83
1009F エポキシ樹脂 70
PLGA 生分解性ポリマー 80
酸化鉄ナノ粒子 磁性 72, 74
パーマロイ 磁性 32
犠牲層 ゼラチン 熱により溶解 30
アルギン酸カルシウ
ム
酵素により溶解 31, 32
下図は学術雑誌からの許諾が得られておらず現時点では公表できない。
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厚みを設けるための層である。細胞の解析に頻繁に用いられる蛍光顕微法のためには
自家蛍光の少ない SiO2やポリスチレンが適するが、複雑な構造を要する場合や製作コ
ストを下げたい場合は加工の容易性の高いパリレンやフォトレジストが用いられる。
また、磁性ナノ粒子やパーマロイなどを含有させることによって磁気でハンドリング
可能にするなど、機能性を高める試みもなされている。犠牲層は担体を取り外し可能
にするための層である。哺乳類の細胞を培養する際の温度である 37度で溶解するゼラ
チンは、取り外しの際に外力を加える必要がなく容易にハンドリングが行え、アルギ
ン酸カルシウムは取り外しに酵素処理が必要で細胞を刺激してしまう可能性はあるが、
取り外しのタイミングを制御することができる。
　以上のような担体をマイクロ加工技術を用いて製作することで、一般の細胞培養で
細胞をハンドリングする際に用いられるトリプシンや EDTAによって接着細胞の形態
や表面のタンパク質を喪失することなく、接着細胞をハンドリングすることができる。
これまでに繊維芽細胞 [29, 30, 31, 32, 76]や肝細胞 [29, 31]、筋肉細胞 [30, 75]、神経様細胞 [15]、がん
細胞 [31, 66-69, 76, 80, 82]、胚性幹細胞 [71, 78]などが担体の上で培養された。ここで、特に動物
から取り出して初代培養した神経細胞は、接着分子を処理すると一般的に再接着でき
ずに死んでしまう。従って、一度接着した神経細胞をハンドリングすることは不可能
であった。マイクロ加工技術を用いて製作した担体に神経細胞を接着させれば、接着
分子を処理せずに生きたまま神経細胞をハンドリングできる可能性があると考えられ
る（この是非は先行研究 [15]では示されていない）。生きたまま神経細胞をハンドリン
グすることができれば、神経細胞を回路の素子のように扱い自由に配置することで、
マイクロパターニング技術を利用した神経回路構築における問題点であった、一細胞
ごとのパターンへの追従性が低いという点を解決することができると考えられる。
1.3　本研究の提案手法
1.3.1　提案手法
　本研究では、マイクロパターニング技術を用いた神経回路構築の問題点を解決する
ために、単一神経細胞の細胞体・神経突起を精密にパターンする手法「単一神経細胞
プレート」を提案する (Fig. 1. 7)。単一神経細胞プレートは単一の神経細胞の大きさの
円形・線形の領域を持つ板であり、ガラス基板上にアレイ状に製作する。この上に神
経細胞を播種すると、円形と線形の領域によってそれぞれ細胞体と神経突起が形態制
御された単一神経細胞が一定の収率で得られる。ここまでは従来の細胞パターニング
技術と同様に、細胞のパターンへの追従性は低い。しかし、本研究では、このパター
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ンを培養中に可動にすることによって、形態制御に成功した単一神経細胞を選択して
集めることができるようにする。これによって、細胞体と神経突起が精密に、設計者
の意図通りに配置された神経回路の構造が構築できる。本研究では、以上に示した単
一神経細胞プレートを構築可能であること、またプレートによって構築した神経回路
の構造の上で、実際にに神経細胞が成長し、お互いに細胞間接触を形成し、機能的な
神経回路の接続点であるシナプス結合を形成することを示す。本技術により、形態の
決まった神経細胞の位置を生きたまま培養中に変更することを初めて可能にし、また
あたかも電子部品を組み合わせて電子回路を作るかのように、望みの形状の神経細胞
を組み合わせて神経回路を作るという新たな神経回路構築の手法を可能にする。
　本提案手法で重要な点は、（１）単一神経細胞の形態制御、（２）形態制御した単一
神経細胞をハンドリング可能にすること、（３）単一神経細胞が接着したプレートをア
センブリすること、である。このうち、（３）のアセンブリに関しては、プレート同士
を接触させることで神経細胞同士の物理的接触・シナプス結合の形成が起こることま
でを本研究で示す。さらに、本技術を将来的に神経回路の解析に応用することを考え
たとき、神経回路を電気的に刺激しその活動を計測できるような微小電極アレイ（Micro 
electrode array, MEA）へ単一神経細胞プレートを配置し、位置を固定することで長期
培養できるようになることが必要と考えられる。そこで、本技術の応用展開のために、
単一神経細胞を培養したプレートを配置可能な電極アレイデバイス、またプレートを
固定可能な壁構造に関しても本論文で議論する。
1.3.2　先行の細胞プレート研究に対する提案手法の位置づけ
　本研究で提案する「単一神経細胞プレート」の構造は、2章で詳述するように、細
胞接着層として IV型コラーゲンあるいはラミニン、基板層としてパリレン、犠牲層と
してゼラチンを用いるものとした。細胞接着層である IV型コラーゲン、ラミニンはそ
れぞれ本研究で示す PC12神経様細胞、ラット初代培養海馬神経細胞の接着にそれぞ
れ適すると知られていたため、利用を試みた。表 1. 1に示したように、細胞接着層と
して IV型コラーゲンやラミニンを採用した先行研究はなく、それらからなる細胞接着
Fig. 1. 7 本研究の提案手法「単一神経細胞プレート」。(a) マイクロ加工技術によって円形と線形の領域を持った
プレートをアレイ状に製作する。(b) 細胞を播種し、形態が制御された神経細胞をアレイ内に得る。(c) プレートを
ハンドリングし、神経回路を構築する。
下図は刊行予定であるため現時点では公表できない。
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層を構築するための手法を本研究で確立する必要があった。
　また、基板層としてパリレン、犠牲層としてゼラチンを用いるプロセスは
Kuribayashi-Shigetomiらによって初めて報告されたものである [30]。さらにその後、基
板層にパリレン、犠牲層としてアルギン酸カルシウムを用いる手法が Teshimaらによっ
て報告されている [31, 32]。前者では繊維芽細胞と筋肉細胞を数百μ m程度の大きさの一
つの担体に多細胞取り付ける試みがなされ、細胞培養中の温度である 37度の熱により
一度に担体を基板から剥離可能であることが示された。しかしながら、一細胞の大き
さ (数十μ m程度 )の担体では例がなく、基板の上に常時固定されておりかつ任意のタ
イミングで選択的に担体を剥離可能にする犠牲層の条件は本研究で新たに確立する必
要がある。後者では犠牲層であるアルギン酸を溶解するためにアルギン酸リアーゼに
よって酵素処理を用い、時期特異的に単一細胞が接着した担体を剥離可能にしている。
アルギン酸リアーゼ酵素処理が細胞に与える影響（表面のタンパク質の変性や遺伝子
発現の変化の有無）については調べられておらず、また時期特異的に担体を剥離する
ことはゼラチンでも濃度を最適化することで実現可能であると考えられたため、本研
究ではハンドリング時に酵素処理を行う必要がないゼラチンのプロセスを探求した。
また、先行研究で担体を用いた接着細胞のハンドリングに用いられたのは繊維芽細胞
[29, 30, 31, 32, 76]、肝細胞 [29, 31]、筋肉細胞 [30, 75]、神経細胞 [15]、がん細胞 [31, 66-69, 76, 80, 82]、胚性幹
細胞 [71, 78]と全て増殖性の細胞であり、培養を進めると日ごとに担体の上で細胞が増殖
するため、単一細胞のハンドリングを行えることが示されたのはごく短い時間のスケー
ル内（Teshimaらによれば培養開始から 24時間以内 [31]）であった。本研究ではマイク
ロ加工で製作した担体上で初めて単一の神経細胞を培養する。神経細胞は最終分化す
ると増殖が止まることが知られているため、本研究では先行研究よりも長い時間スケー
ル（培養開始から数週間以上）での単一細胞のハンドリングが可能であることを初め
て示すことができると考えられる。また、これによって従来では不可能であった培養
開始から任意の日数での神経細胞のハンドリングおよび人工的な回路構築が初めて可
能になる。
1.4　本論文の構成
　本論文は 5章から構成される。
第 1章　「序論」　では ,神経回路の生体外人工構築の重要性、従来研究と問題点、そ
れに対して本研究が提案する解決策を述べた。
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第 2章　「単一神経細胞プレートの設計と構築」　では , 単一神経細胞プレートの設計
理論と製作法、実際に製作したデバイスについて述べる。
第 3章　「単一神経細胞プレート上での神経細胞の培養」では単一神経細胞プレート上
での 2種類の神経細胞を培養について述べ、神経細胞の形態制御が可能であることを
示す。
第 4章　「単一神経細胞プレートを用いた神経回路構築」では単一神経細胞プレ―トを
アセンブリすることによって実際に神経回路が構築可能であることを示す。
第 5章　「結論」　では、本研究の結論をまとめ、今後の課題と展望を述べる。
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2.1　緒言
　本章では、本研究で構築することを目指す「単一神経細胞プレート」について、そ
の設計方針と構築手法について検討し、実験結果を詳述する。微小神経回路を人為的
に設計し構築するためのツールとして、単一神経細胞を回路のモジュールとして取り
扱うことができるようにするデバイス：単一神経細胞プレートを構築する。単一神経
細胞プレートは、神経細胞を一つ一つ単離したうえで形態を制御し規格化した状態で
培養すること、また培養中にその配置を制御することを可能にすることを目的として
設計・構築した。製作した単一神経細胞プレートに神経様細胞株 PC12細胞、ラット
初代培養海馬神経細胞を播種し、目的を実現できているか実験で検討した。
2. 2　単一神経細胞プレートの設計論
2.2.1　単一神経細胞プレートが満たすべき条件
　本研究が目指す単一神経細胞プレートは、単一の神経細胞を微小神経回路を構築す
るためのモジュールとして利用可能にするものである。ここで、回路を構築するため
に必要なモジュールが満たすべき要件とは何だろうか。例えば、電子回路技術におい
て回路のモジュールとして用いられるのは、機能が個別に規定され規格化された電子
部品である。機能別に規格化された電子部品を用いることで、電子工学者はさらに上
位の機能を持つ電子回路を設計し構築することができる。ここでは、神経回路を構築
する技術においても同様だと考える。すなわち、神経科学者が個別の要件に応じて（例
えば、短期記憶を司る海馬の特定の微小回路を構築して記憶の基板となる分子細胞レ
ベルの現象について検討したいときなどに）神経回路を設計できるように、単一神経
細胞の機能を個別に規格化することが必要であると考える。次に、個別具体的な、神
経細胞の種類別の規格化についてはさておき、汎用的に求められる単一神経細胞の機
能の規格化とは何かということを考える。神経回路の一般的な構造を設計したい場合
第 2 章
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に考えるのは、個別の機能と状態を持つ単一神経細胞をどのように接続させるか、つ
まり回路の接続構造である。回路の構造は単一神経細胞の細胞体、軸索、樹状突起が
それぞれ他の単一神経細胞のそれとどのようにつながるかで決定される。ここで、神
経細胞の細胞体は回路における結節点であり、軸索は回路内の単一細胞から他の単一
細胞への信号の出力端子、樹状突起は入力端子である。単一神経細胞の回路のモジュー
ルとしての機能の規格化とは、汎用的には、これら細胞体・軸索・樹状突起がどのよ
うな形態をとっているか（細胞体の単一神経細胞内でどのように位置しているか、軸
索が細胞体からどの程度伸びているか、樹状突起の本数は何本で、どの程度伸びてい
るか）の制御であると考えられる (Fig. 2. 1)。また、そうして形態を制御した単一神経
細胞を、複数の神経細胞の軸索と樹状突起が交わる位置を任意に決められるように隣
接可能にできなければならない。従って , 本研究で構築することを目指す単一神経細
胞プレートが実現するべき機能は以下である。
　(1) 単一神経細胞を単離して培養でき、その形態を制御できること
　(2) 複数の単一神経細胞の配置を制御できること
Fig. 2. 1 培養した神経回路とその微小回路としての構造。 (a) 培養した神経回路。細胞体 (Cell body) と神経突起
(Neurite) の二つの構成要素で成り立ち、その成長は乱雑で、回路は複雑に交絡した構造になる。 (b) 微小回路にお
ける二つの神経細胞同士の関係。細胞体を中心にして樹状突起（入力端子）と軸索（出力端子）からなり、シナプ
ス（細胞同士の結合部）で繋がった構造をとる。(c) 微小回路の接続構造。神経回路の構造によって情報の伝達様
式が変わると考えられる。例えば情報統合・出力回路（左）、情報保持回路（右）など。
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これらの要件を満たすことで , 単一神経細胞を自在に操作して神経回路を設計・構築
できるようにするモジュールとして扱えるようになると考えられる。
2.2.2　要件を満たすための課題
　2.2.1の要件を満たすようなデバイスを実現するにあたり、それぞれ解決しなければ
ならない技術的な課題が存在する。要件 (1)のための課題は、培養した神経細胞の成
長の乱雑性である。培養した神経細胞は培養表面に生着した後、移動、複数の細胞体
の凝集、乱雑な突起の伸長と凝集を起こし、複数の細胞体、軸索、樹状突起が混在し
た形態をとる。よって、単一神経細胞のみを凝集させずに単離し、さらにその形態を
制御する仕組みがデバイスに必要になる。要件 (2)のための課題は、神経細胞の操作
不能性である。繊維芽細胞やグリア細胞と異なり、一般的に神経細胞は、酵素処理や
物理的接触によって培養表面に接着した状態から離脱させると死ぬ性質がある。すな
わち、培養表面のある位置に接着した神経細胞を生かしたまま移動させることは、細
胞の自発的な移動を誘導する以外では不可能である。また、細胞の自発的移動を誘導
したとしても、設計した神経回路を構築するために必要なほどの位置の制御性を複数
の神経細胞に対して得ることはできない。神経細胞を接着した状態で、かつ位置を操
作可能にする仕組みが必要になる。
Fig. 2. 2 単一神経細胞プレートの構造。 (a) 単一神経細胞プレートは細胞接着タンパク質である細胞接着層、物
理的に移動操作が可能な厚みと硬さを持った基板層、基板層をガラス基板から離脱させるための犠牲層の三層で構
成した。(b) 単一神経細胞プレートはガラス基板上にアレイ化して製作し、プレート以外の露出したガラス基板の
上に細胞非接着性の物質をコートした細胞非接着層を設けた。
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2.3　単一神経細胞プレートの設計
2.3.1　デバイスの概要
　2.2.2で挙げた課題を解決するために、デバイスを設計した。まず、要件 (1)を満た
すための培養した神経細胞の成長の乱雑性の制御のために、神経細胞の成長できる範
囲を限局する方法を考えた。具体的には、神経細胞が接着できる接着タンパク質をマ
イクロ加工技術によって培養表面上にパターン化し、パターン以外の場所には細胞非
接着性の物質を設ける方法を採用した。先行研究で示されているように、培養神経細
胞をはじめとする一般の接着性細胞は、マイクロ加工技術によってパターン化された
細胞接着性のタンパク質とそれ以外の細胞非接着性の物質が存在する表面に播種され
ると、細胞接着性のタンパク質の上でのみ成長する。このような細胞の接着領域の制
御により、細胞の移動による複数細胞の凝集を防ぐことができる。また、神経細胞に
特異的なパターンの利用法として、細胞体と軸索・樹状突起の培養表面における接着
面積の違い（前者は 10~20 μ m程度、後者は 1 μ m程度）による、細胞体と軸索・樹
状突起の成長できる範囲の制御がある。神経細胞の細胞体は 10 μ mより大きい領域に
接着しやすくそれより小さい領域には接着しにくい。よって、10 μ m程度の大きさの
接着性タンパク質のパターンと、それ以下の大きさのパターンを隣接して設けると、
細胞体が大きい領域に接着した後、軸索・樹状突起が小さい領域に接着することが期
待される。次に、要件 (2)を満たすための方法として、「マイクロプレート」技術を利
用することを考えた。マイクロプレート技術とは、細胞を培養できる物質の微小構造
体をマイクロ加工技術により製作し、その上に接着性の細胞を接着させることで、細
胞をその接着した構造体を動かすことによって移動可能にする技術である。これによっ
Fig. 2. 3 単一神経細胞プレートの形状。 (a) 単一神経細胞プレートには、単一神経細胞の細胞体程度の大きさを
持つ「細胞体部」、神経突起程度の大きさを持つ「神経突起部」を設けた。(b) 単一神経細胞はプレート上面の細胞
接着層部に接着し、その細胞体と神経突起をプレート上の別々の部位に生着させることが期待される。
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て、通常は培養中に移動させることができない神経細胞の位置を、微小構造体と共に
制御することができると期待された。以上二つの、神経細胞の成長範囲を制御できる
ような細胞接着性タンパク質のパターンと、神経細胞を接着させた後に動かすことが
できる微小構造体が一体になったデバイスを設計した。
2.3.2　単一神経細胞プレートの構造
　単一神経細胞を培養できるような細胞接着性のタンパク質のパターンとマイクロプ
レートを両立するデバイスとして、以下のような構造を持つデバイスを設計した。まず、
デバイス全体の基礎となるガラス基板の上に、マイクロプレートを基板から離脱させ
るための「犠牲層」、マイクロプレートとなる「基板層」、その上に細胞接着性のタン
パク質が存在する「細胞接着層」を設け、またガラス基板上のマイクロプレート以外
の場所には神経細胞が生着できないような「細胞非接着層」を設けた (Fig. 2. 2)。これ
らのそれぞれの層は、神経細胞の培養のために、材料や量、大きさを検討する必要が
あった。また、マイクロプレートの形状として、神経細胞の細胞体が接着できるよう
な「細胞体部」、軸索・樹状突起が接着できるような「神経突起部」を設けた (Fig. 2. 3)。
これらの細胞体部・神経突起部の大きさについても検討の必要があった。
2.3.3　細胞接着層
　基板層は後述するように生体適合性があり細胞接着も良好な素材を用いたが、神経
細胞が強く接着できるようにその上に細胞接着層を設けた。細胞接着層の材料として
は、4型コラーゲンあるいはラミニンを用いた。神経細胞は細胞膜表面に発現した細
胞接着分子によって特定の細胞接着分子へ接着し、また神経細胞の種類によって膜上
に多く発現させている接着分子の種類が異なることが知られている。後述のように本
研究で用いた PC12細胞あるいはラット初代培養海馬神経細胞がそれぞれ細胞接着分
子である 4型コラーゲンおよびラミニンに接着しやすいことが知られていたため、こ
れらのタンパク質を用いて実験を行った。4型コラーゲン、ラミニンともに、ゾル状
のタンパク質溶液を材料の表面に塗布して数十分～数時間程度待ち洗浄すると表面に
吸着することが知られている。この細胞接着層は分子の層であり、厚みは数 nm～数
十 nmであると考えられたため、物理的に操作可能な厚みや硬さはないと考えられた。
よって、細胞接着層の下に厚みと硬さのある基板層を設けた。
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2.3.4　基板層
　基板層は物理的な操作に厚みと硬さが必要であると考えられ、また神経細胞の生存
のために生体適合性のある材料である必要がある。また、細胞の解析に頻繁に用いら
れる、標本を下から観察する倒立型顕微鏡に適するように光学的に透明である必要が
ある。そこで、これらを満たす材料としてパリレン C (poly-monochloro-paraxylylene)を
選択した。パリレンは薬品耐性、ガスバリア性、耐熱性、電気的絶縁性、機械的柔軟性、
光学的透明性、生体適合性などの優れた特性を持つパラキシリレン系ポリマーであり、
主に電子回路や医療デバイスの被覆材料として用いられる。特に化学薬品耐性がある
点、酸素プラズマによる加工が可能である点、柔軟性が高く機械的に破壊されにくい点、
電気的絶縁性がある点、常温蒸着が可能でプロセス中に熱的にサンプルを破壊しない
点から、微小電子機械システム (MEMS)製作の研究に多用されてきた。近年盛んであ
る Bio-MEMS研究においても、パリレンの生体適合性の高さから、マイクロチップ上
にパターンしたパリレン被覆膜上で細胞培養を行い、細胞周囲の微小環境を制御する
研究が多く行われている。
2.3.5　犠牲層
　単一神経細胞プレートに細胞を培養した後、物理的に接触して操作するためには、
デバイスの最低面であるガラス基板から単一神経細胞プレートの基板層を剥離させな
ければならない。そこで、神経細胞を培養した後に剥離を行うために、基板層の下に
犠牲層を設けた。犠牲層に必要な条件は、生体適合性があること、培養中に神経細胞
の生存に影響しないように取り除けること、特定の神経細胞だけを選択的にピックアッ
プできるように十分ガラス基板と基板層を接着できかつ任意のタイミングで剥離でき
ること、デバイス製作中に剥離されないことである。例えば、一般的にMEMSプロセ
スで犠牲層として利用されるフォトレジストは生体適合が無く要件を満たさない。こ
れらの要件を満たす材料として、本研究ではゼラチンを検討した。ゼラチンはコラー
ゲンを熱分解して得られたタンパク質を主成分とする、ゾル -ゲルの両状態を可逆的
にとることが可能な物質であり、生体適合性を有することが知られている。 ゼラチン
は常温より高い温度ではゾル、低い温度ではゲルとして存在する。従って、神経細胞
の培養中の温度である 37度においてゼラチンは培養液中でゾルとなり取り除けること
が期待できる。また、犠牲層に含まれるゼラチンの濃度を変えることによって、ガラ
ス基板と基板層の間の接着の強さを調節できるのではないかと考えられた。調節が可
能であれば、デバイスの製作プロセス中は常に常温以下で処理することでガラス基板
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と基板層を接着し、培養中も培養液の交換時などに起こるせん断力に耐えられる程度
の接着力を有し、かつ物理的に一定以上の力を加えれば簡単に剥離できるようなゼラ
チンの濃度を決定することができると思われた。
2.3.6　細胞非接着層
　細胞非接着層は神経細胞をプレート上のみで培養するためにガラス基板の表面に
設けた。疎水性のガラスには一般的に神経細胞が生着しないことが知られているた
め、プレート以外の場所にガラスのみを露出させることができれば細胞非接着性の物
質をガラス面に塗布しなくても良いと考えられる。しかしながら、細胞接着層である
タンパク質はガラス表面に吸着可能であり、プレート上へタンパク質を特異的にパ
ターニングするためには、予めプレート以外の場所にタンパク質を接着させない物質
を塗布しておく必要があると考えられた。そうしておくことで、デバイス上に細胞
接着性タンパク質を塗布するとプレート上に選択的に接着することが期待できるう
え、神経細胞の膜表面上に発現した接着分子がプレート以外に接着することも防ぐこ
とができると考えられた。そこで、 細胞非接着層としてタンパク質および細胞の接着
を阻害する 2-メタクリロイルオキシエチルホスホリルコリン (2-Methacryloyloxyethyl 
Phosphorylcholine, MPC)ポリマーを用いた。MPCポリマーは生体膜を模擬して人工合
成された有機高分子ポリマーであり、親水性のリン脂質極性基であるホスホリルコリ
Fig. 2. 4 単一神経細胞プレートの製作プロセス。 (a) 最低面から、ガラス基板、ゼラチン（犠牲層）、パリレン（基
板層）、アルミニウム（マスク用）、フォトレジストと積層し、フォトリソグラフィ技術によって加工した。(b) 製
作したデバイスの外観。可視化のためアルミニウムを除去する前の画像である（黒：アルミニウム）。
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ン基と疎水性のメタクリレート部を持つ。 親水性のホスホリルコリン基付近に存在す
る水分の存在により、タンパク質が表面に接触した場合脱着過程が可逆的に生じ、吸
着して安定化する量が低減されると考えられている。また、MPCポリマーは生体膜
成分と同じように接触したタンパク質の構造変化を生じさせない生体適合性を持つこ
とが知られている。先行研究によりMPCポリマーはMEMSプロセスで用いられる
エッチング液である水酸化テトラメチルアンモニウム (Tetramethylammonium hydroxide, 
TMAH)溶液へ耐性を持つことがわかっており、 MPCポリマーによる細胞非接着層は
デバイス製作後にも安定して存在するという利点がある。
2.4　単一神経細胞プレートの製作
2.4.1　製作プロセス
　本節では、2.3で述べた構造のデバイスを製作するプロセスについて詳述する。製作
にあたって、既存のマイクロプレート製作技術に細かい改変を加えた。後述するように、
本研究では単一神経細胞プレートが目的を達成できるように構築できたか評価するた
めに、二種類の神経細胞を用いた。そこで、二種類の神経細胞それぞれのための材料
やデザインなど細かなデバイスの構成を変更した。本節では、どちらにも共通する一
般的な単一神経細胞プレートの製作プロセスについて述べ、神経細胞の種類ごとの細
かな違いは後の節で述べる。
Fig. 2. 5 PC12 細胞の位相差顕微鏡画像。 (a) NGF を未添加の PC12 細胞。細胞体のみで丸い構造をとる。（位相
差顕微鏡により立体的な細胞の端が明るく見えている。）(b) NGF を添加した PC12 細胞。交感神経様細胞に分化し、
細胞体は扁平な形状を示し神経突起を成長させていることがわかる。
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　単一神経細胞プレートを製作するために、表面微細加工法を含むマイクロ加工技術
を利用した。すなわち、製作したいデバイスの材料を基板上へ展開・成膜し、フォト
リソグラフィにより微細なパターンを描き、エッチングによりパターン通りの構造を
得るというプロセスを繰り返すことで目的のデバイスを製作した (Fig. 2. 4)。まず簡潔
には、ガラス基板の上に犠牲層であるゼラチン、基板層であるパリレン、マスク用の 
アルミニウムを順に成膜した。アルミニウム層の上面に感光部が変成するポジティブ
フォトレジスト S1818の層を成膜し、それをプレートの形状をパターンしたフォトマ
スクを用いたリソグラフィによって微小プレートの形に加工した後、S1818層をマス
クとしてアルミニウム層をプレートの形へエッチングした。更にプレートの形状のア
ルミニウム層をマスクとしてパリレン層 , ゼラチン層をエッチングした。プレート形
状のアルミニウム層と露出したガラス基板の上にMPCポリマー層を成膜し、アルミ
ニウムを除去することでプレート上のMPCポリマー層のみを除去した。最後に細胞
接着タンパク質の溶液でデバイス全体を覆い、インキュベ―トの後に洗浄することで , 
プレート上のみに選択的に細胞接着層を形成した。再現性を重視し各手順で詳細に気
を付けるべき点を述べた、デバイス製作の具体的な手順は付録 Aに示した。Fig. 2. 4 (b) 
に示すように、製作したデバイスは 3 cm × 4 cmのガラス上に製作した後に 1 cm2 角に
Fig. 2. 6 PC12 細胞のための単一神経細胞プレート。 (a) プレートの概要。(b) 製作した単一神経細胞プレートの
位相差顕微鏡画像。(c) 電子顕微鏡画像。厚みは 2 μ m 程度であった。
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ダイシングして使用するか、あるいは直径 3 cm2 の丸ガラスに製作した。
2.4.2　PC12 細胞培養のための単一神経細胞プレートの製作
　本研究では 2種類の神経細胞について、提案する単一神経細胞プレート上に播種し
てデバイスの評価を行った。本節では、1つ目である細胞株、PC12細胞（ラット副腎
由来褐色細胞腫）のための単一神経細胞プレートについて詳述する。
　PC12細胞はラットの副腎髄質褐色細胞腫から樹立され不死化された細胞株であり、
神経成長因子 (Nerve Growth Factor, NGF)の存在下で交感神経様細胞へ分化し神経突起
を伸展させる性質を持ち、神経細胞のモデル細胞として広く用いられている。 血清入
り培養液を用い培養皿中で培養すると無限に増殖することから、継代によって長期に
わたって維持することが可能である。 また無血清培養液中で神経成長因子を 10 ~100 
ng/ml程度の濃度で存在させると、2~3日で交換神経細胞様に分化し、細胞分裂が停止
し、神経突起の伸展が起こる (Fig. 2. 5)。 本研究では , PC12細胞の成長速度の速さと
長期維持可能性、細胞集団の均一性、神経細胞としての形態を有すること、接着細胞
であることから、 単一神経細胞プレート上での神経細胞培養を評価するモデル細胞と
して PC12細胞を用いた。 
　ここで、PC12細胞を培養するための単一神経細胞プレートの設計と構築について記
述する (Fig. 2. 6)。PC12細胞は NGF存在下で分化すると、細胞体から神経突起が伸長
する。この神経突起は生体のような軸索・樹状突起という信号の入出力機能を持つ突
起へと分化しない。また、神経突起同士が接触してもシナプスが形成されないと一般
的に考えられている。本研究では、単一神経細胞プレートの形状が神経細胞の細胞体・
Fig. 2. 7 PC12 細胞のための単一神経細胞プレートにおいてデザインした神経突起部の数の種類。 中央の細胞体
部から 1~8 本の神経突起部を伸ばした構造をそれぞれ設計した。
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神経突起という形態をどの程度制御できるか、また制御できたとしたらプレートを操
作し、単一神経細胞同士を接続させたときにそれらがどのように成長するのかを評価
するためにこの PC12細胞を利用した。
　そこで、PC12細胞の細胞体・神経突起という形態を制御するためには、単一神経細
胞プレートの「細胞体部」「神経突起部」の大きさをそれぞれ PC12の細胞体・神経突
起の大きさ程度にすればよいのではないかと考えた。PC12細胞の細胞体の大きさはお
よそ 20～ 50 μ m、神経突起は 1~3 μ m程度の細さで数百μ m程度の長さに伸びる。一
般的な PC12の神経突起の定義が「長さが細胞体よりも長い」ことであることから、
ここでは神経突起を、神経細胞の仮足と見分けがつく長さとして 50～ 100 μ m程度伸
びたものと考えた。そこで、細胞体部を直径 50 μ mの円、神経突起部を幅 10 μ m, 長
さ 100 μ mの線とした。また、PC12が接着しやすい細胞接着タンパク質は事前の研究
から IV型コラーゲンであることがわかっていたためそれを細胞接着層とし、濃度は
300 μ g/mlを使用した。犠牲層は 0.5% (w/v)のゼラチンを用いた。 
　Fig. 2. 6 (b)に製作した PC12細胞培養のための単一神経細胞プレートの位相差顕微
鏡画像を示す。図のように、中心に細胞体部がありそこから放射状に神経突起部を伸
ばした設計を検討した。また、それぞれのプレートの間の間隔は 50 μ mとした。Fig. 2. 
6 (c)に、プレートにプラチナの薄膜をスパッタリングで製膜し電子顕微鏡で観察した
画像を示す。図のように、プレートはガラス基板から浮き出るような構造を取ってお
り厚みは 2～ 3 μ mであった。表面にμ mサイズの粗さは見られず、滑らかであると
考えらえた。単一神経細胞の突起を何本程度制御できるか調べるために、神経突起部
は 1～ 8本のものをそれぞれデザインした（Fig. 2. 7）。
Fig. 2. 8 免疫染色による単一神経細胞プレート上の細胞接着層の可視化。 (a) 免疫染色処理をした単一神経細胞
プレートの位相差顕微鏡画像。(b) (a) の蛍光顕微鏡画像。抗 IV 型コラーゲン抗体により、デバイス上の IV 型コラー
ゲンが存在する部分のみ緑に見える。プレートの上だけに選択的に IV 型コラーゲンが存在することがわかる。
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　ここで、製作したプレートについて細胞接着層である IV型コラーゲンがどの程度プ
レート上にのみパターンされているかを評価するため、抗 IV型コラーゲン抗体を用い
た免疫染色を行った (Fig. 2. 8)。免疫染色は付録 Bの通りに行った。Fig. 2. 8に示すよ
うに、(a)の位相差顕微鏡画像で確認できる単一神経細胞プレートと、(b)の蛍光顕微
鏡画像で確認できる緑色の領域は一致している。ネガティブコントロールとして IV型
コラーゲンをコートしていないデバイス、IV型コラーゲンをコートしたが抗体を加え
ていないデバイスについても検討したが、いずれもプレート上に緑色の蛍光は認めら
れなかった（図は不掲載。）これは、免疫染色によって緑色に染色された IV型コラー
ゲンが、単一神経細胞プレートの上のみに選択的にパターニングされ、MPCポリマー
が塗布された領域には存在していないことを示している。
　以上のように、PC12細胞の細胞体程度の大きさの「細胞体部」と、神経突起程度の
大きさの「神経突起部」を持つ単一神経細胞プレートを構築することができた。また、
その細胞接着層である IV型コラーゲンが単一神経細胞プレートの上のみに選択的にパ
ターンできていることが確認できた。このような構成のデバイスの上に PC12細胞を
培養し、単一 PC12細胞を形態制御して培養できるかを 3章で示す。
2.4.3　ラット初代培養海馬神経細胞のための単一神経細胞プレート
　 本項の内容は雑誌掲載の予定であるため現時点では公表できない。
2.5　本章のまとめ
　本章では、まず 2.1で本章の概要を述べ、2.2で単一神経細胞プレートの設計論・要
件について本研究における考察を詳述した。2.3では設計論に基づいた実際の単一神経
細胞プレートの設計およびマイクロ加工技術を用いた構築方法について述べた。特に、
本研究で単一神経細胞プレートの評価に用いた PC12細胞およびラット初代培養神経
細胞はそれぞれ大きさや接着しやすい細胞接着タンパク質が違うため、それぞれのた
めの単一神経細胞プレートの設計について詳細に述べた。また、細胞接着タンパク質
が単一神経細胞プレートの上に選択的にパターニングされているかを評価するために、
免疫染色によるデバイス上の細胞接着タンパク質の可視化を行った。本章において設
計・構築した単一神経細胞プレートに神経細胞を播種した際の挙動は次章において詳
細に述べる。
 30
3.1　緒言
　本章では、2章で示した単一神経細胞プレートに対して神経細胞を培養する方法を
述べ、培養された細胞の挙動について実験結果を詳述する。まず、PC12細胞を培養す
る方法および培養した際にどの程度単一神経細胞がプレート上に単離できるのか、ど
の程度神経細胞の形態が単一神経細胞プレートによって制御可能なのかについて実験
結果を述べる。次に、ラット初代培養神経細胞を培養する方法および培養した際に軸索・
樹状突起の機能的な形態の制御がどの程度可能なのか実験結果を述べる。本章で述べ
る内容によって、単一神経細胞プレートをアレイ化したデバイスによってどの程度神
経回路構築に利用できる単一神経細胞が得られるのかが明らかになる。
3.2　PC12 細胞の培養
3.2.1　PC12 細胞の培養方法
　本節では、PC12細胞用の単一神経細胞プレート上に PC12細胞を培養する方法につ
いて記述する (Fig. 3. 1)。PC12細胞は血清入り培養液で培養すると無限増殖し、血清
を抜いて NGFを添加下培養液で培養すると交感神経様細胞へ分化する。そこで、本研
究では事前に PC12細胞を血清入り培養液中で大量に培養しておき、単一神経細胞プ
レートに培養する際に血清を抜き NGFを添加した培養液で培養することで、プレート
に PC12細胞を接着させ神経細胞の形態をもつまで培養することにした。PC12細胞の
培養手法は付録 Dに示す。PC12細胞を播種した後は培養液の交換を行わずに、播種
後 3日程度までの標本を用いて以降の実験を行った。 
3.2.2　単一神経細胞プレート上での PC12 細胞の培養
　本節では単一神経細胞プレート上で PC12細胞を培養した際の細胞の挙動について
記述する。
第 3 章
単一神経細胞プレート上での神経細胞の培養
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　まず、PC12細胞がMPCポリマーをコートした領域ではなくプレートに選択的に接
着するかどうかを確かめるため、播種後の細胞をタイムラプス位相差顕微鏡で観察し
た (Fig. 3. 2)。Fig. 3. 2 (a)に示すように、いくつかの単一 PC12細胞が播種後にデバイ
スの細胞非接着層に落ちた後、自発的にプレートの「細胞体部」へ移動する様子が見
られた。ここで、位相差顕微鏡によって丸く立体的な構造の端は光って見えるが、こ
れにより細胞非接着層では細胞が接着できずに丸くなり、プレートの上では細胞接着
層に接着し扁平に伸展していることが示唆される。また、Fig. 3. 2 (b)のように、プレー
トの「神経突起部」に細胞が接着することがあったが、時間の経過とともに細胞体部
へ移動し、そこに留まる様子が見られた。これは、直径およそ 20～ 50 μ mの細胞体
は幅 10 μ mの神経突起部よりも直径 50 μ mの細胞体部のほうに安定的に接着できる
からだと考察された。
　ここで、単一神経細胞が接着したプレートが全体のうちどの程度の割合で得られ
るかを調べるため、異なる細胞濃度を、異なるデザイン (神経突起部が 1～ 8本 )の
単一神経細胞プレートにそれぞれ播種し、単一 PC12細胞が載ったプレート数を計数
した (Fig. 3. 3)。母数はそれぞれ、11 cells/mm2: 528, 528, 528, 528, 526, 527, 518, 524, 34 
cells/mm2: 519, 515, 528, 528, 496, 519, 527, 528, 57 cells/mm2 : 528, 523, 528, 528, 522, 515, 
528, 528であった（それぞれ順番に神経突起部の数が 1~8本の場合、破損したプレー
トを解析に含めなかったため母数に違いがある）。PC12細胞のための単一神経細胞プ
Fig. 3. 1 単一神経細胞プレートへの PC12 細胞の培養。 (a) PC12 細胞は血清入り培養液で事前に増殖させておく。
(b) デバイスを入れた培養皿中で血清を抜き NGF を添加した培養液によって培養すると、PC12 細胞がデバイスに
接着し、2~3 日で交感神経様細胞に分化する。
Fig. 3. 2 単一神経細胞プレート上で培養した PC12 細胞のタイムラプス位相差顕微鏡画像。 (a) PC12 細胞の「細
胞体部」への接着。細胞体が時間の経過とともに細胞非接着層の上からプレートの上へ移動した。(b) PC12 細胞の
「神経突起部」への接着および「細胞体部」への移動。時間は h : min で表示。
下図は刊行予定であるため現時点では公表できない。
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レートはおよそ 11個 /mm2 の密度でデバイス上に製作したため、まず同密度の細胞を
播種することを考えた。もしも細胞が均等にデバイス上にまかれることがあれば、こ
の同密度の細胞濃度により単一神経細胞だけが載ったプレートがほぼ 100%得られる
はずである。Fig. 3. 3に示すように播種した細胞の濃度が 11個 /mm2 だったとき、8つ
のデザインの単一神経細胞プレートそれぞれで収率はおよそ 10～ 20%であった（残
りの 80～ 90%のプレートには細胞が接着していないか、あるいは複数の細胞が接着
していた）。この比率は「ほぼ 100%」という予測に比べると著しく低い。従って、細
胞は均一にプレート上に撒かれるのではなく偏りがあると考えられる。また、細胞濃
度を 3倍 (34 cells/mm2)、5倍 (57 cells/mm2)にした場合も収率に大きな変化は見られな
かった。8つのデザインのプレートは神経突起部が増えるごとにそれぞれ表面積が 10
× 1000 μ m2ずつ大きくなり、神経突起部が 1本のプレートと 8本のプレートでは表面
積が約 3.36倍異なる。しかしながら、そのような神経プレートの面積の違いによる収
率の変化も見られなかった。以上のように、播種した細胞の濃度、またプレートの形
状の違いに依らず、単一神経細胞プレートは 10～ 20%程度の収率で得られた。
　このように単一神経細胞の得られる率が細胞濃度に依存しない原因を考えた。例え
ば、播種した神経細胞がデバイス上に接着した直後を考える。細胞が培養液中で凝集
することがなく、細胞死や増殖もしないものとすると、単一細胞のみが接着したプレー
トが得られる率は、計算によって求められる (Fig. 3. 4)。まず、デバイス上にマイクロ
プレートが 500個 (Fig. 3. 3におけるプレートの数とほぼ同数 )あり、ある数の細胞を
その上に撒くことを考える。デバイス上を必ず 1区画に 1つのプレートが入るように
均等に 500分割すると、1区画当たり 300 × 300 μ m2 の領域になる。そこで、細胞 1つ
Fig. 3. 3 単一 PC12 細胞がマイクロプレート上に得られる収率。 縦軸は計測した単一神経細胞プレート中で単一
PC12 細胞のみが載ったプレートの比率（それぞれの母数は本文中に記載）。横軸は単一神経細胞プレートの 8 つの
異なるデザインである、神経突起部が 1 ～ 8 本のプレートそれぞれを表す。（細胞培養 2 日目。）
下図は刊行予定であるため現時点では公表できない。
Fig. 3. 4 モンテカルロシミュレーションによる単一神経細胞がプレート上に得られる収率の予想。 細胞がデバイ
スに接着直後、細胞の凝集、死、増殖が起きていないと仮定した場合。縦軸は収率、横軸は 500 個のマイクロプレー
ト上に播種する細胞数。
下図は刊行予定であるため現時点では公表できない。
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について考えると、それはランダムにどこかの区画に接着し、それがさらにプレート
の上である確率は面積比率で考えることができ、(マイクロプレートの面積 ( μ m2))/(300
× 300 ( μ m2))である。細胞全体についてプレートへ接着するかどうかを考えた後、単
一細胞が載っているプレートの数を計数し全プレート数 500で割ることで、ある数の
細胞を撒いた時の単一神経細胞が載ったプレートの収率を得ることができる。これを
乱数を用いたモンテカルロシミュレーションによって求めた。まず、自然数 Nを 1～
500からランダムに一つ選ぶ。(N: マイクロプレートの番号とする。)次に、実数 kを
0～ 1の間でランダムに選ぶ。もし k<=(マイクロプレートの面積 ( μ m2))/(300 × 300 ( μ
m2))であれば番号 Nのマイクロプレートの上に細胞を一つ接着させる。（マイクロプ
レートそれぞれをデバイス上で均等に分割すると 1つ 1つは 300 × 300 μ m2の範囲に
入る。）1.と 2.を細胞数の数だけ繰り返す。神経細胞が一つだけ載ったプレートの数
を数え、結果を 500で割ることで単一神経細胞のみが載ったプレートの比率を求める。
1.～ 4.までを 1000回繰り返し、4.の平均値を求める。
　Fig. 3. 4に結果を示す。縦軸が単一神経細胞が載ったプレートの全体のプレート数に
対する比率、横軸が撒いた細胞の数である。また、グラフの各線は神経突起が 1~8本
の 8つのデザインのプレートそれぞれについて示した。この結果から、細胞を撒いた
直後において、細胞が凝集・死・増殖・移動しないと仮定した場合、単一細胞が得ら
れるプレートの割合は最大でも 40%程度であることが示唆される。Fig. 3. 3の条件は
このグラフにおいて横軸が 0.5, 1.5, 2.5の部分であることから、収率が 10～ 20%であっ
たのは妥当であると考えられる。ただし、実際は Fig. 3. 3の条件は培養直後ではなく
培養 2日目であることに留意する必要がある。培養直後に細胞非接着領域に接着した
細胞はプレートに移動するか死に、未分化の細胞は分裂すると考えられるため、単一
神経細胞の接着したプレートを得られる収率の理論的な値は、実際は Fig. 3. 4に加え
て時間当たりの細胞の移動率・死率・分化率・増殖率、またプレートの密度を考慮し
なければならないと考えられる。これらのパラメータを用いた細胞取得率の理論化は
将来的な課題である。
　また、初期細胞濃度が単一細胞取得率に与える影響を調べるため、簡略化した形状
のプレートに PC12細胞を播種し細胞数を計測した (Fig. 3. 5)。まず、1辺 100 μ m, 間
隔 50 μ mの四角形のプレート（密度：2.5 × 103個 /cm2）の上に 2 × 103個 /cm2(約 1倍 )、
2 × 104個 /cm2(約 10倍 )で PC1細胞を播種した。それぞれについて培養一日目のプレー
ト上の細胞数を Hochst33242により染色した細胞核の数を計数することで算出したヒ
ストグラムを Fig. 3. 5 (c)に示す。グラフより単一神経細胞が得られる率は 1倍のほう
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が 10倍よりも 2倍以上高い。シミュレーションの結果では、初期細胞密度がプレート
の密度の 10倍程度であるとき、1倍程度であるときよりも単一細胞取得率が高くなっ
ているため合致しない。これにより、実際に細胞の移動率・死率・分化率・増殖率を
考慮した際に、モンテカルロシミュレーションの結果よりグラフのピークが細胞濃度
が低いほうへシフトしていることが示唆される。また、実験結果から単一細胞が載っ
たプレートの取得率 20%を越えることはなかったため実際にはシミュレーションの結
果よりピークの高さが低くグラフの右側が広がっていることが示唆される。次に、プ
レートの大きさと形状単一細胞の取得率に与える影響を調べるため、プレートの密度
を同一に保ったままプレートの大きさを一辺 100, 50, 30 μ m、形状を四角形と三角形に
変えた (Fig. 3. 5 (d, e))。ただしこの結果は培養 3日目であるため細胞の死、分化、増
殖が 1日目よりも多く起こっているであろうと考えられる。ヒストグラムより、単一
細胞を取得する率はプレートの大きさに依存していることがわかる。以上より、単一
細胞を取得する率に関して、最大値を得られる細胞密度は低い領域にピークがあり、
その値は 20%程度であると考えられる。また、プレートの密度が同一の場合でもプレー
トの面積が異なるとプレート上細胞数のヒストグラムは変化し、単一細胞の取得率は
プレートの面積が大きいほど高いことが示唆された。これはモンテカルロシミュレー
ションにおけるグラフのピークの左側が実験結果と合致していることを表しており、
仮定に妥当性があると考えられる。更に理論を突き詰めるためには、培養日数、細胞
の死亡率、分化率、移動率、増殖率を変数として取り入れる必要があると考えられる。
　次に、細胞体がどの程度の確率で「細胞体部」に接着するのかを調べるため、神経
突起部が 1~8本のデザインのプレートそれぞれに対して細胞濃度 34 cells/mm2で PC12
細胞を播種し、培養 2日目、培養 3日目で単一神経細胞が載ったプレートのうち、細
胞体が「細胞体部」に存在するプレートの割合を計測した (Fig. 3. 6)。結果として、神
経突起部の本数が 1～ 4本のプレートは培養二日目において細胞体が「細胞体部」に
有意に存在することがわかった (二項検定 , **p<0.01)。また、神経突起部の本数が 5
Fig. 3. 5 マイクロプレート上へ播種する細胞の初期濃度と単一細胞取得率の関係。プレートの密度のそれぞれ (a) 
約 1 倍、(b) 約 10 倍の初期濃度で播種した PC12 細胞。(c) 1 倍、10 倍の初期細胞濃度で播種した際のプレート上
の細胞数のヒストグラム。(d) 初期細胞濃度が 1 倍のとき、大きさ ( 一辺 100, 50, 30 μ m) や形状 ( 四角、三角 ) が
異なるが密度は同じプレートに対して播種された PC12 細胞。(e) それぞれのプレート上での細胞数のヒストグラム。
スケールバ ：ー100 μ m。図中の紫色：Hochst33342 によって染色した細胞核。(a, b, c) 細胞培養一日目、(d, e) 二日目。
下図は学術雑誌からの許諾が得られておらず現時点では公表できない。
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～ 8のプレートは培養二日目には細胞体が細胞体部に接着することについて統計的有
意性はなかったが、培養三日目には有意に細胞体部についていることがわかった（二
項検定、神経突起が 5, 6本のプレート：*p<0.05、7, 8本のプレート **）。ここから、
神経突起部の本数に依らず、PC12細胞の細胞体が「細胞体部」に 60～ 75%程度接着
しやすいことがわかった。また、培養二日目よりも培養三日目のほうがより細胞体部
に細胞体が接着している率が高いことが示唆された。グラフ中に白い棒で示している
通り、細胞体部の面積のプレート面積に対する割合は神経突起部の本数が増えるほど
減る。従って、細胞体の「細胞体部」への接着のしやすさは「細胞体部」の面積の広
さと相関しておらず、むしろ局所的な細胞の接着面積の広さと相関していると考えら
れる。
　細胞体が「細胞体部」へ接着した後、神経突起が「神経突起部」へ伸展するかどう
か確かめるために、タイムラプス位相差顕微鏡を用いて細胞体部へ接着した後の神経
Fig. 3. 6 単一神経細胞が載ったプレートのうち、細胞体が「細胞体部」に接着したプレートの割合。 母数は 1 ～
8 の神経突起部の順番にそれぞれ Day 2: n=232, 298, 315, 297, 281, 287, 217, 209, Day 3: n=87, 47, 217, 209。神
経突起が 1~4 本のものは培養二日目で、5 ～ 8 本のものは培養三日目でそれぞれ有意に細胞体が「細胞体部」に接
着した。( 二項検定 , **p<0.01, *p<0.05)
Fig. 3. 7 神経突起の「神経突起部」への伸展。 (a) PC12 細胞が神経突起部へ神経突起を伸展させる際のタイムラ
プス位相差顕微鏡画像。時間は h : min で表示。(b) 3 つの神経細胞の神経突起の先端のトラッキング結果。細胞体
部と神経突起部の接続点を 0 ( μ m) とした。
下図は刊行予定であるため現時点では公表できない。
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Fig. 3. 8 PC12 細胞の形態制御。1~8 本の神経突起部を持つ単一神経細胞プレートそれぞれにおいて PC12
細胞の形態が制御された。それぞれ左上：位相差顕微鏡画像、右上：蛍光顕微鏡画像 （次ページに続く）　　　　　　　　　　
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（前ページからの続き）（Cell TrackerTM Green: 緑）、下：単一神経細胞が接着したプレート中、神経突起を伸ばして
いた本数が # 本だったプレートの割合。いずれも培養二日目。
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突起の伸展を観察した。Fig. 3. 7 (a)に示すように、細胞体から数時間で神経突起が「神
経突起部」へ伸展する様子が見られた。Fig. 3. 7 (b)のように、その速度は 20～ 30 μ
m/hであった。また、神経突起はいずれも神経突起部の先端に達した後は細胞非接着
層に飛び出すことなくプレート内にとどまった。
　以上のように、単一神経細胞プレートの上に、細胞体が「細胞体部」に、神経突起
が「神経突起部」に接着した単一神経細胞プレートが得られた (Fig. 3. 8)。神経突起部
が 1～ 8本あるそれぞれの単一神経細胞プレートにおいて、神経プレートの「細胞体部」
「神経突起部」の形状によって形態を制御された単一神経細胞が得られた。細胞を選択
的に可視化するために、Cell TrackerTM Green試薬 (CMFDA, Thermo Fisher Scientific)を
体積比 1:1000で培養液に混合し、10分間インキュベータで静置した後培養液で 3回洗
浄し、PC12細胞を染色したのちに蛍光顕微鏡で観察した。神経突起がどの程度制御さ
れるのかを調べるために、単一神経細胞が接着したプレートの内、神経突起が成長し
た本数ごとにその本数の神経突起を伸ばした単一神経細胞が接着したプレートの割合
を計測し、ヒストグラム化した。結果として、もっともプレートの設計通りに神経細
胞の形態が制御されるのは神経突起部の本数が一本のもので、その割合は全体に対し
て 40%程度であった。また、制御したい神経突起の数が増えるごとにその制御成功率
が低下することがわかった。
　以上より、単一神経細胞が接着したプレートが得られる収率：10～ 20%、細胞体が
「細胞体部」に接着する確率が 60～ 75%、プレートの形状通りに形態制御された単一
神経細胞が得られる率が 5-40% である (それぞれ 1～ 8本の神経突起部のデザインに
よって異なる )ため、最終的に形態制御された単一神経細胞が得られる率はプレート
全体に対して 0.3%～ 6%程度であるとわかる。個数に直すと、プレートの密度が約
1111 個 /cm2 であることから、形態を制御された単一神経細胞は 3.3～ 66.6個 /cm2 程度
得られることになる。この収率は従来の神経回路のパターニング研究においては重大
な問題点であった。なぜなら、N個の単一神経細胞からなる神経回路を構築したい場
合、それが得られる率は 0.3N～ 6N %と Nに対して指数関数的に減少するからである。
N=3の場合でも回路構築の成功率は 0.0000027～ 0.02%と極めて低くなる。しかしな
がら、本研究においては形態制御された単一神経細胞をある確率でプレート上に得ら
れればそれらをアセンブリすることで望みの神経回路を構築できると考えられ、その
確率は Nに依存せず 0.3%～ 6%程度と現実的な値である。
　本節のまとめとして、PC12細胞を用いた実験によって、設計・構築した単一神経細
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胞プレートによって形態制御された単一神経細胞が 3.3～ 66.6個 /cm2 程度得られるこ
とがわかった。また、形態制御の成功率は制御したい神経突起の本数が少ないほど高
いことがわかった。
3.3　単一神経細胞プレートの上でのラット初代培養海馬神経細胞の
培養
　　
本項の内容は雑誌掲載の予定であるため現時点では公表できない。
　
3.4　本章のまとめ
以上、本章では単一神経細胞プレート上での単一神経細胞の培養法、培養結果を示した。
PC12細胞の細胞体・神経突起の形態はプレートの形状によって制御可能であった。ま
た、ラット初代培養海馬神経細胞の軸索・樹状突起の機能的な神経突起の違いについ
てもプレートの形状で制御できることが示唆された。
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4.1　緒言
　本章では、単一神経細胞プレートを用いて神経回路を構築する方法の検討及び実験
結果を述べる。単一神経細胞プレートの形状によって単一神経細胞を形態制御できる
ことを第 3章で示した。そこで、形態制御された単一神経細胞を選択しアセンブリす
ることで望みの構造の神経回路を構築することができると考えられる (Fig. 4. 1)。形態
制御した単一 PC12細胞同士を、細胞を生かしたままアセンブリすることができるこ
とを示し、さらに接触したプレートの間に神経突起が伸長し物理的な細胞間接触を引
き起こすことができることを確認する。また、ラット初代培養海馬神経細胞を単一神
経細胞プレート上で形態制御し、それらをアセンブリすることで、プレート間の神経
突起の伸長および物理的な細胞間接触が引き起こされ、そこに神経回路の機能的な接
続点であるシナプスが形成されることを示す。
4.2　単一神経細胞プレートのハンドリング
　Fig 4.1に示すように、本研究では形態制御された単一神経細胞を選択的にハンドリ
ングすることで、望みの構造を持つ神経回路を構築することを目指す。本項では、3
章に示した形態制御された単一神経細胞が培養された単一神経細胞プレートをハンド
リングする方法について述べる。プレートのハンドリング方法として二次元的なハン
ドリングと、三次元的なハンドリングを検討した。
　二次元的なハンドリングとして、細胞の遺伝子導入時に細胞をハンドリングする際
に使われるガラス管とマイクロマニピュレータによるハンドリングを検討した。二次
元平面上にあるプレートの側面を、マイクロマニピュレータによってμ m単位の解像
度で位置操作したガラス管で押すことでを操作してハンドリングし、アセンブリした。
細胞に物理的に接触せずにハンドリングできることから細胞を生存させた状態でハン
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ドリングできることが期待された。また、受精卵の操作あるいは神経活動記録時（パッ
チクランプ法）などによって一般的な神経生物学的操作であることから、実験者にとっ
て新規手技の習得を必要としないことも利点である。
　三次元的なハンドリングとして、マイクロピンセットを用いてプレートの側面を把
持することでハンドリングする方法を検討した。三次元的なマイクロサイズの物体の
アセンブリはMEMS分野において研究されてきた [86]。二次元的なハンドリングと異
なり、三次元的なハンドリングには、間に障害物があっても物体同士をアセンブリで
きる、異なる基板上の物体をアセンブリできる、物体同士を組み立てて立体的な構造
を製作できるといった利点がある。次節よりそれぞれのハンドリングについて詳述す
る。
Fig. 4. 1 単一神経細胞プレートの操作。(a) ガラス管を用いた二次元的なハンドリング。ガラス管を用いて単一神
経細胞プレートの側面に接触し、押すことで細胞に物理的に接触せずにハンドリングする。二次元平面上にあるプ
レート同士をアセンブリして神経細胞同士を接触させることができる。(b) マイクロピンセットを用いた三次元的
なハンドリング。マイクロサイズの物体を把持可能なピンセットを用いてプレートの側面を掴み、ハンドリングす
る。二次元平面上にはないプレート同士をアセンブリすることができる。
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4.2.1　二次元的な単一神経細胞プレートのハンドリング
　単一神経細胞プレートを二次元平面上で操作方法として、パッチクランプ法や受精
卵への遺伝子導入時などに用いられるマイクロマニピュレータを用いることを考えた。
マイクロマニピュレータに先端を直径 ~1 μ mまで熱によって引伸ばしたガラス管を取
り付け、ガラス管の先端でプレートの側面を押すことでプレートを操作できると考え
られた。ガラス管は直径 1 mmの中空のガラス管を用い、ガラス管プーラーを用いて
先端を引伸ばした後、全体を 1 μ mのパリレンでコートした (Fig. 4. 2)。これはガラス
管の先端が 1 μ m付近では培養液中で毛細管現象が起こりガラス管先端への吸引力が
生じてしまうことを防ぐため、また物理的に脆いガラス管の先端がマニピュレーショ
ンの際に底面のガラスに接着して割れてしまうことを防ぐためである。
　Fig. 4. 3に単一神経細胞プレートをガラス管によってガラス基板から脱離させる過程
を示す。図では PC12細胞が単一神経細胞プレート上で形態制御されている。0.5%の
Fig. 4. 2 単一神経細胞プレートのハンドリングのために製作した、パリレンをコーティングしたガラス管。先端
直径 1 μ m 程度にガラス管を熱によって引伸ばし、ガラス管の先端の穴をふさぐため、かつ破損しにくくするため、
1 μ m 厚のパリレンをコーティングした。
Fig. 4. 3 ガラス管による単一神経細胞プレートのガラス基板からの脱離。(a) 単一 PC12 細胞が接着したプレート
とマイクロマニピュレータによって位置を操作されたガラス管。 (b) ガラス管の先端でプレートの神経突起部の側
面を押すことによる基板からの脱離。(c) 神経突起部を脱離した後、細胞体部の側面を押し脱離させた。 (d) 完全に
脱離した単一神経細胞プレート。
 43
ゼラチンを犠牲層として利用している場合、PC12細胞のための単一神経細胞プレート
はガラス管で押すまではガラス基板上に接着しており、溶液交換などでの培養液のせ
ん断力によって培養中に自発的に剥がれることはなかった。まず、ガラス管の先端を
Fig. 4. 3 (a)のようにプレート側面に接近させた。次に、Fig. 4. 3 (b)のように神経突起
部の側面を押すことによって基板から脱離させた。図のように 2～ 3 μ mの厚みのパ
リレン製プレートは弾性変形したが、一定以上の力を加えると破断したため脱離に十
分なほど小さい力で押すことが必要であった。神経突起部を脱離させたあと Fig. 4. 3 (c)
のように細胞体部の側面にガラス管を接着させ押すことで完全に基板から脱離させた
(Fig. 4. 3 (d))。 
　基板から脱離させた後、ガラス管で側面を押し続けることで単一神経細胞プレート
をハンドリングすることができた (Fig. 4. 4)。表面に培養された単一 PC12細胞の細胞
体、神経突起を物理的に傷付けることなく、その位置を移動することが可能であった。
この際、ガラス管を細胞にあててしまうと細胞が単一神経細胞プレートから外れてし
まう様子が見られたため、ガラス管の先端はプレートの側面に確実に触れていなけら
ばならないことがわかった。従って、プレートの側面の厚さは細胞体が接着しないよ
うに 2～ 3 μ mである必要があるため、ガラス管の先端の直径も 1 μ m程度である必
要があるとわかった。また、ラット初代培養海馬神経細胞が接着した単一神経細胞プ
Fig. 4. 4 ガラス管による単一神経細胞プレートのハンドリング。ガラス管を用いて単一神経細胞プレートの側面
を押すことで二次元平面上で単一 PC12 細胞をハンドリングすることができた。
Fig. 4. 5 ガラス管によるラット初代培養神経細胞のハンドリング。
下図は雑誌掲載の予定であるため現時点では公表できない。
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レートをハンドリングすることも同様に可能であった (Fig. 4. 5)。ラット初代培養海馬
神経細胞のための単一神経細胞プレートは PC12細胞のそれと比較すると表面積が 1/2
～ 1/3倍程度と小さい。そのため、犠牲層のゼラチンの濃度を検討したところ、PC12
細胞のための単一神経細胞プレートと同じ 0.5%、あるいは 0.1%では、培養中にガラ
ス基板から自発的にはがれてしまった（Fig. 4. 6 (a)）。そこで、ゼラチンの濃度を 0%、
0.001%、0.01%と検討したところ、0%では基板から上手く剥がすことができず (Fig. 4. 
6 (b))、0.001, 0.01%で培養液中に剥がれることなく、ガラス管で押したときにのみは
がすことができた (Fig. 4. 6 (c))。ただし、0.001%ではデバイスによってはがれないこ
ともあったため以降はゼラチンの濃度を 0.01%に定めた。
4.2.2　三次元的な単一神経細胞プレートのハンドリング
　本節では、単一神経細胞プレートは二次元的な操作だけでなく培養液中で三次元的
に操作可能であることを示す。単一プレートを三次元的に操作するために、電圧駆動
型のマイクロピンセット (アオイ電子株式会社 )を用いた (Fig. 4. 7 (a))。マイクロピン
セットは常時開いた状態であるが、電圧を 200V印加することで静電アクチュエータ
を介して先端のピンセット部が閉じる。Fig. 4. 7 (b)に示すように、形態制御された単
一 PC12細胞が接着したプレートを把持し、培養液中の三次元空間で自由に操作する
ことが可能であった。このとき、ピンセットでプレートの側面を正確に把持すること
で細胞に直接触れずにハンドリングすることが可能であったが、操作者の熟練を要し
た。より精密に動作でき、把持部が微小化されたピンセットが今後開発されれば、単
Fig. 4. 6 犠牲層のゼラチンの濃度によるハンドリング性の差。(a) ゼラチンの濃度が 0.1 % より濃いとき、培養
10 日以降で自発的にプレートが培養液のせん断力によって基板から外れてしまい、デバイス上での観察が困難に
なった。(b) ゼラチンの濃度が 0% のときガラス管で基板から引きはがそうとすると、細胞体部の基板への接着が
強固であり、プレートが破断した。(c) ゼラチンの濃度が 0.01% のとき、ガラス管で押すまでは基板から外れず、
ガラス管で押すと外れた。
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一神経細胞プレートの三次元ハンドリングはより簡単になると考えられる。
　また、三次元操作が可能であることによって、デバイスから別のデバイスの運搬
が可能であるか検討した。まず、シリコーンゴムであるポリジメチルシロキサン
(polydimethylsiloxane, PDMS)の基板にマイクロ加工技術を用いて回路状の溝を設けた
デバイスを製作し、その上に単一神経細胞プレートを配置することができるかを検討
した (Fig. 4. 8)。PDMS製の回路基板は、シリコンウェハ上にネガティブフォトレジス
ト SU-8を凸型にパターンし、シャーレに入れたうえで、PDMSのプレポリマーと硬
化剤を質量比 10:1で混合した溶液を流し込み、70℃で 1時間半熱し、硬化した PDMS
を引きはがすことで凹型のパターンを持つように製作した。PDMS回路基板の表面を
酸素プラズマを当てることによって親水化し、PC12細胞を培養した単一神経細胞プ
レートデバイスと共に同一のシャーレに入れ、37℃に温めた培養液で満たした。マイ
クロピンセットを用いて、単一神経細胞プレートデバイス側から PDMS回路基板側へ
形態制御されたPC12細胞が接着した単一神経細胞プレートを移動させ、溝に配置した。
結果として、PDMS製の回路基板の溝に PC12細胞が接着した単一神経細胞プレート
を三次元操作によって配置することが可能であり、順次単一神経細胞を配置していく
ことで設計した回路基板と同じ形状の単一神経細胞の回路上構造が構築可能であった。
また、別々のデバイス上に培養し異なる蛍光色素で染色した細胞同士を回路基板上に
配置することも可能であった。Fig. 4. 8 (c)に Cell Tracker Orange, Greenでそれぞれ染色
Fig. 4. 7 マイクロピンセットを用いた単一神経細胞プレートの三次元操作。(a) マイクロピンセットをマイクロマ
ニピュレータによって操作し、先端部を培養液中の単一神経細胞プレートに近づけて把持・操作した。(b) 形態制
御された単一 PC12 細胞の接着したプレートの三次元操作。プレートの神経突起部の側面をマニピュレータによっ
て把持し、持ち上げて位置を操作することが可能であった。
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した別々のデバイス上の細胞をひとつの基板にアセンブリした結果を示す。このよう
に、あらかじめ用意した別の基板上の細胞であっても回路状に接続させることができ
ることから、例えば別々の遺伝子組み換えを行った後の細胞同士をつなげて神経回路
を形成させるなどの実験が可能になるものと考えられる。これらの結果より、電子回
路においてブレッドボード、プリント基板などへ電子部品を配置し電子回路を構築す
るように、単一神経細胞プレートを回路基板へ配置することで神経回路を構築する手
法が可能になると期待される。
Fig. 4. 8 単一神経細胞プレートの三次元操作による回路基板への配置。(a) マイクロピンセットによって単一神経
細胞プレートを把持し、回路状のパターン持つ溝を設けた回路基板へ配置することが可能であった。(b) 単一神経
細胞プレートを次々と配置し、単一神経細胞からなる回路構造を構築することが可能であった。緑：Cell TrackerTM 
Green 染色した PC12 細胞。(c) 別々のデバイス上で染め分けた二つの単一神経細胞プレート ( マゼンタ：Cell 
TrackerTM Orange、緑：Cell TrackerTM Green でそれぞれ染色した PC12 細胞、青：プレートの自家蛍光 ) の回路基
板への配置。
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　さらに、神経回路の解析において、電気刺激・電気計測など、神経細胞の電気的活
動に介入することが必要になる。そこで重要な技術のひとつが微小電極アレイ (Micro 
electrode array, MEA)である。MEAとは、多数の微小電極を神経細胞を培養できる表
面に作りこんだデバイスであり、神経回路の活動に対して電気刺激・電気計測を行う
ことで解析を可能にする。本研究における単一神経細胞プレートを回路解析に応用で
きるように、プレートを配置することが可能なMEAを製作した (Fig. 4. 10)。ガラス基
板にクロムを接着層として金の微小電極をパターンし、全面を電気的に絶縁するため
にパリレンでコーティングした後、金電極の丸い部分だけ露出するようにパリレンを
エッチングした。さらにアセンブリした後にプレートの位置がずれないように固定す
るための SU8による回路状の溝を構築した（Fig. 4. 10 (a))。これによって単一神経プ
レート側に直径 1 μｍ程度の穴をあけておくと、神経細胞の細胞膜が露出し、パッチク
Fig. 4. 10 単一神経細胞プレートの三次元操作による電極つき回路基板への配置のコンセプト。(a) 中央に穿孔をほ
どこした単一神経細胞プレートに神経細胞を培養する。(b) 溝のあいた基板を製作し、その中に電極を埋没させて
露出させておく。電極のある溝の中にプレートをアセンブリすることによって、電極が穿孔を介して細胞と電気的
に接続可能になる。
Fig. 4. 9 単一神経細胞プレートの三次元操作による電極つき回路基板への配置。(a) 穿孔つき単一神経細胞プレー
ト、および (b) 電極基板の製作プロセス。(c) 製作した穿孔付き単一神経細胞プレート。(d) 製作した電極基板。(e, 
f) 穿孔付き単一神経斉井坊プレート上に培養下 PC12 細胞。(g) 電極のインピーダンス。(h) プレートの電極基板へ
の配置。(i) 電極基板上に配置した単一 PC12 細胞。緑：Cell TrackerTM Green 染色した PC12 細胞。スケールバー：
50 μ m。
下図は著作権者からの許諾が得られていないため現時点では公表できない。
 48
ランプ法のように電極と細胞膜のインターフェースができると期待したが、プレート
と SU8の間の電気抵抗が低かったため電極からプレートと SU8の間に電気刺激が漏れ
た。マイクロ流路を設けてプレート -SU8間を吸引するなどしてギガオームシールを
形成することが必要だと考えられた。Fig. 4. 10 (b)(c)に示すように、単一 PC12細胞が
接着したプレートをマイクロピンセットを用いた三次元操作によって電極回路基板へ
配置することは可能であった。
Fig. 4. 11 単一 PC12 細胞のアセンブリ。(a) 5 つのプレートをアセンブリした際の例。(b) (a) の左の点線内のタイ
ムラプス位相差顕微鏡画像。神経突起がプレートの端に伸びる際に、神経突起の牽引力によって自発的にプレート
同士がひきつけられ、プレートを越えて神経突起が伸展する様子が見られた。(c) (a) の中央の点線内のタイムラプ
ス位相差顕微鏡画像。神経突起が細胞体部へ伸展し、別の神経細胞の細胞体と細胞間接触をもつ様子が見られた。
Fig. 4. 12 単一 PC12 細胞のアセンブリによる突起間接触。(a) 4 つの形態制御された単一 PC12 細胞をアセンブリ
した例。(b) (a) の点線内のタイムラプス位相差顕微鏡画像。一方の神経突起がプレート間を乗り越え、他方のプレー
トへ伸展し、別の PC12 細胞の神経突起と物理的に接触する様子が観察された。
下図は刊行予定であるため現時点では公表できない。
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4.3　単一神経細胞プレートのアセンブリによる神経回路構築
4.3.1　単一 PC12 細胞のアセンブリによる細胞間接触の構築
　本節では、単一神経細胞プレートのアセンブリについて記述する。3章で示した単
一神経細胞プレートによって形態制御した単一神経細胞を選択的に組み合わせ、物理
的に隣接させることをここではアセンブリと呼ぶ。アセンブリによって、プレート上
に単離されていた単一神経細胞を、任意のタイミングで、任意の形状の回路構造へ配
置し、細胞間の相互作用を引き起こさせ、神経回路を構築することができると考えた。
　単一神経細胞プレートをアセンブリすることで細胞が成長し細胞間接触を形成する
か調べるために、形態制御された単一 PC12細胞を二次元的に操作し、アセンブリし
た（Fig. 4. 11）。ここでは、3章で示したように制御する神経突起の本数が少ないほど
制御成功率が高いことを利用するために、神経突起部が 3本の単一神経細胞プレート
を用いた。
　Fig. 4. 11 (a)のように PC12細胞が接着したプレートをアセンブリし、タイムラプス
顕微鏡によって観察したところ、形態制御された PC12細胞はアセンブリ後も死ぬこ
となく、プレート以外の細胞非接着層へ遊走することもなくプレート間を越えて神経
突起が成長する様子が見られた（Fig. 4. 11 (b)）。プレートの神経突起部の間に隙間が
ある場合であっても、神経突起が成長して牽引力によってプレート同士を自発的に引
き付け、プレートの上に伸展していく様子が見られた。また、神経突起部と細胞体部
の間でも細胞の成長が見られ（Fig. 4. 11 (c)）、神経突起と細胞体の間で物理的な細胞
間接触が形成される様子が見られた。
　さらに、Fig. 4. 12に示すように、4つの形態制御された単一 PC12細胞を神経突起部
同士が接触するようにアセンブリしたところ、神経突起部の間で突起が伸長し、神経
突起同士の細胞間接触が形成される様子が見られた。神経細胞の間の物理的な細胞間
の接触は、神経回路における細胞間の接続点であるシナプス結合が形成されるための
第一段階である。また、細胞体 -神経突起間の細胞間接触は抑制性のシナプス結合に
よく見られ、神経突起 -神経突起間の細胞間接触は興奮性のシナプス結合によくみら
れる。抑制性・興奮性の結合は基本的な神経回路の構成要素であり、従って、これら
の結果によって、単一神経細胞プレートのアセンブリによって望みの構造の神経回路
を設計・構築できることが示唆された。
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4.3.2　ラット海馬神経細胞のアセンブリによるシナプス結合の構築
本項の内容は雑誌掲載の予定であるため現時点では公表できない。 　
4.4　本章のまとめ
　本研究で構築した単一神経細胞プレートによって、形態制御した単一神経細胞を用
いて望みの神経回路の構造を構築することができ、また培養を継続すると細胞が成長
し細胞間で物理的接触を形成し、その上には機能的な神経回路の接続点であるシナプ
スが構築されることがわかった。従って、単一神経細胞プレートを用いることで、電
子部品を組み上げて電子回路を構築するように、望みの形状の神経細胞を組み上げて
神経回路を構築することができる。本技術は神経回路におけるシナプス形成機構の基
礎研究、また神経回路がどのように情報伝達を行うかを調べる神経情報学へ貢献する
と期待できる。
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5.1　結論
　本研究では、単一神経細胞の形態制御と操作を可能にするデバイス「単一神経細胞
プレート」を構築した。また、単一神経細胞プレートによって、構造を制御した神経
回路を構築可能であることが、形態的・機能的なシナプスの評価によって示唆された。
　単一神経細胞プレートは、神経細胞の細胞体程度の大きさ (20～ 50 μ m)の円形の「細
胞体部」と、神経突起程度の大きさ（幅 5～ 10 μ m、長さ 100 μ m）の線形の「神経突起部」
で構成された、厚み 2～ 3 μ mの板状の構造体として構築した。単一神経細胞プレー
トは基板層（パリレン）、犠牲層（ゼラチン）、細胞接着層（IV型コラーゲン、ラミニン）
の３層からなり、細胞非接着層（MPCポリマー）を設けたガラス基板の上にアレイ上
に配列した。この単一神経細胞プレートはマイクロ加工技術を用いることで構築する
ことができた。
　単一神経細胞プレートの上に PC12交感神経様細胞を播種したところ、単一神経細
胞プレートの「細胞体部」「神経突起部」の形状によって細胞体・神経突起の形態が制
御された単一の PC12細胞が 0.3～ 6%の収率で得られた。また、形態制御された単一
PC12細胞を回路状に隣接して配置すると、物理的な細胞間接触が形成されることがわ
かった。
　 以下の内容は雑誌掲載の予定であるため現時点では公表できない。
　単一神経細胞プレートの上にラット初代培養海馬神経細胞を播種したところ、単一
神経細胞プレートの「細胞体部」「軸索部」「樹状突起部」の形状によって細胞体・軸
索・樹状突起の形態が制御された単一の海馬神経細胞が一定の収率で得られた。また、
形態制御された単一海馬神経細胞を隣接配置すると、物理的な細胞間接触が形成され、
さらに神経回路の機能的な接続点であるシナプスが形成されることが、シナプス関連
分子の免疫染色およびカルシウムイメージングによる神経細胞間の活動の同期によっ
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て示唆された。
　本研究で提案した単一神経細胞プレートによって、形態を制御した単一神経細胞を
培養液中で動かすことができるため、神経回路の構築に適用できるようになると考え
られる。電子部品を組み合わせて電子回路を作るように、自在に神経回路を設計・構
築して回路の挙動を解析することができるデバイスとして、神経科学におけるシナプ
ス形成機構の基礎研究、また神経回路がどのように情報伝達を行うかを調べる神経情
報学へ貢献すると期待できる。
5.2　課題と今後の展望
　 以下の内容は雑誌掲載の予定であるため現時点では公表できない。
　本研究において、形態制御された単一神経細胞がプレート上に得られる率は 5 %程
度であり、プレートをアセンブリした際に 1日程度構造が安定に保たれるものは 30%
程度であった。プレートをハンドリングした際に細胞が死んでしまう現象もみられる
ことがあったため、さらにハンドリングによってどの程度細胞が生存するかを評価す
る必要がある。また、アセンブリした後にどの程度の頻度でシナプスが形成されるか
についても、神経回路の解析を計画するうえでは不可欠である。本手法によって望み
の神経細胞を選択して神経回路を構築したい場合、その収率は [1.形態制御された単
一神経細胞がプレート上に得られる割合 ] × [2.アセンブリ後の細胞の生存率 ] × [3. ア
センブリ後の細胞の構造の安定性 ] × [4. アセンブリされた細胞間でシナプスが形成さ
れる割合 ]である。本研究によって 1. × 3.はおよそ 1%程度であり、これに 2.、4.が
加わるとその確率は 1%を下回ると考えられる。この技術としての歩留まりには改善
の余地があると考えられる。
　本研究で示したデバイスの構成では、形態制御された単一 PC12単一細胞の収率が 0.3
～ 6%程度であり、ラット初代培養海馬神経細胞の場合は同程度かそれ以下であると
考えられた。従来の単一神経細胞のパターニングにおける課題と同じように、この収
率の低さは実験において資材・時間の浪費につながるものであり、改善する必要がある。
収率が低い一因は単一細胞を的確に単一神経細胞プレートの上に接着させる仕組みが
ないためであることから、例えばインクジェットプリンタのヘッドを用いて単一細胞
を単一プレートへ射出するなどで改善可能であると考えられる。
　単一神経細胞プレートの隣接操作には手動のマイクロマニピュレータとガラス管、
マイクロピンセットを用い、プレートの側面に物理的に接触した。接触して物理的に
微小構造物を操作する実験はMEMS研究においても長く行われてきたが、一つの課題
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がファンデルワールス力などによる、微小構造体とマニピュレータ間の接着現象であ
る。これは微小構造体の精密な操作の容易性を著しく妨げてしまい、操作者が熟練し
ても操作成功率は 100%ではない。現在までの研究では効果的に低減する方法は見つ
かっていないため、他の操作方法、例えば液体の流れによる操作、光ピンセットによ
る操作などを検討する必要がある。
　単一神経細胞の細胞体と突起を制御した神経回路の構築を再現性良く実現する技術
は現在存在しないが、本研究で提案した微小プレートを用いた単一神経細胞の培養方
法・操作方法を発展させることで、将来的に再現性の高い構築ができると考えられる。
単一神経細胞の形態制御成功率を高めることができれば、プレートのマイクロアレイ
上で単一神経細胞ごとの機能解析を行い、特定の細胞だけを回収して特異的な回路状
の構造を作るといった技術へつながると考えられる。単一神経細胞からなる論理回路
のような単純な情報処理を行う回路を人工的に培養下に構築し活動を計測できるよう
になれば、神経回路が生体で行なっていると思われる、従来の計算機には無い知能的
な情報処理のメカニズムの解明につながるのではないかと考えられる。また、神経細
胞はどのように情報を記憶しているのか、情報を表現している実体は何か、神経回路
がどのように情報を処理しているのか、といった知能の情報処理に関して未解決の問
題に対して、仮説を立て、実際に神経回路を構築して解析するというサイクルを可能
にすることで解決の役に立つことができると考えられる。特に、神経回路の数理モデ
リング研究における結果と本技術を用いて得られる結果を比較することで数理モデル
の妥当性評価と改善を行うためのツールとして利用できる可能性がある。
 　単一神経細胞レベルの数理モデリングの研究に、将来的に本研究を応用することを
考えると今後必要となるのは以下、形態制御された単一神経細胞の得られる収率をデ
バイスの改変によって上げること、アセンブリしたプレートを長期にわたって安定し
て培養するために、プレートが細胞の牽引力によって移動することを防ぐためのプレー
トの固定器具、固定器具の下面に電気計測・刺激用の微小電極、微小電極とプレート
の間で電流の漏れを無くすための電極―プレート間に陰圧を与える構造、である。特に、
単一神経細胞の操作性を上げるためのプレートの固定器具の開発、およびシナプス結
合が存在することを再現性良く確かめるための、活動計測用の電極の開発が必要であ
る。
　本研究において到達した点における重要な技術的課題の一つとして、単一神経細胞
プレートの操作性がある。まず、単一神経細胞プレートをガラス管によって操作した後、
培養数時間以内に細胞が死ぬ様子が多く見られた。これは、培養に用いた顕微鏡上の
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インキュベータの条件設定、ガラス管による操作が細胞に与える物理的な影響が主な
原因であると考えられる。この問題については、培養するためのインキュベータの温
度と二酸化炭素濃度を常にモニターし一定に保ちつつ無菌状態を保つことがまず必要
である。その上で、ガラス管やマイクロピンセットによるプレートのマニピュレーショ
ンについて、どの程度の力・速度で押すことがどのように細胞の生死にかかわるのか
を調べる必要がある。また、プレートの端部にある細胞にガラス管が触ってしまうこ
とが多かったため、直接触らないためにプレートの端に細胞非接着性の壁を設けるこ
とが必要であると考えられた。次に、プレートをアセンブリした後、デバイス全体を
動かすと培養液の揺れによってプレートが動き、設計した回路の構造が崩れてしまう
ことが多かった。これによって、培養液の交換や薬物刺激など、神経細胞の培養や圧
アッセイに必要な操作を行うと構築した回路の構造が崩れてしまうという問題があっ
た。従って、プレートを一度基板からはがした後に再度固定できるような、SU8もし
くは PDMSなどの細胞非接着性の固定台へプレートをアセンブルする必要があると考
えられた。
　本技術で構築できる、単一神経細胞からなる微小神経回路が生体をどの程度まで模
倣できるのかは現在のところ不明であるが、今後構築した微小神経回路の活動計測や
遺伝子発現の評価などを行って生体で得られている知見を比較する必要があると考え
られる。また、生体の発生では初めに神経細胞間に未熟なシナプスが多く形成され後
から活動の多かったシナプスだけを残し刈り込まれていくことを考えると、本研究で
とっている、回路を形成させたい単一神経細胞のみをアセンブリする方法だけでは生
体の神経回路形成を模倣しきれない可能性がある。この点は、神経回路を構築した後
に長期にシナプス結合を評価し、どの程度安定して神経回路の構造が保たれるのかを
評価する必要があると考えられる。
以下の内容は雑誌掲載の予定であるため現時点では公表できない。 　
の余地がある。本研究では形態制御した神経細胞をアセンブリしたあとにシナプス関
連分子が細胞間に局在すること、またカルシウムイメージングによって神経細胞同士
が同期することから、形態制御した単一神経細胞をつなげるだけでも機能的なシナプ
ス結合を持つ神経回路が構築できると考えているが、神経回路が形成される頻度を定
量し議論する必要があると考えられる。また、神経細胞のシナプス結合の場にはアス
トログリアが物理的に接触し積極的に回路に対して機能を果たしていると近年考えら
れているため、プレート上にアストログリアを培養し神経細胞と共にアセンブリする
など、神経 -グリア相互作用についても検討する必要がある。
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１. フォトマスク作製
 2D CAD (2 Dimensional Computer Aided Design)ソフトウェア L-Editを用いて、
 マイクロプレートの二次元的な形状を設計した。また、マスクレス露光装置を
 用いて設計したパターン通りのフォトマスクを製作した。ここで、マイクロプ
 レートとなる形状の部分が光を通さないパターン、細胞非接着部となる形状の部分が
 光を通すパターンにする。
2. ガラス基板の洗浄
 光透過性の高い厚み 100 μ mもしくは 250～ 350 μ m (100 μ mのほうが高倍率の対物レ
 ンズの作動距離内で観察できるため優秀だが、割れやすくデバイスのハンドリングに
 注意が必要になる )で大きさが 3 × 4 cmの長方形もしくは直径 3 cmの円形のガラス基
 板を用意した。（3 cm × 4cmは 1 cm角にダイシングして短時間に大量生産するために
 用いたが細胞培養皿とグリース等で接着する必要があり観察や解析に不向きであり、
 円形は直径 35 mmの細胞培養皿に直接配置でき接着の必要がなく観察時のずれもない
 が製作に時間的コストがかかったため、これらのトレードオフを理解して、製作コス
 ト低減をとるか解析を重視するかで適したガラスを選択するべきである。）市販のガラ
 スは新品のものであっても表面に有機物の不純物が付着してしまっていることがあり
 そのままだと後段のパリレン蒸着プロセスで失敗するため、アセトンに浸して 10分以
 上超音波洗浄し、 イソプロパノールで洗浄することで不純物を除去し、窒素ガスを当て
 て乾燥させた。この際、ガラス基板裏面に有機溶剤で溶けるマーカーで目印を付けた（最
 終工程で除去するまで、どちらが裏面か一目で判別できるようにするため）。
3. ゼラチンのコーティング
 純水に溶かした 0.001～ 0.1% (w/v)のゼラチン (Gelatin from porcine skin, gel strength 300, 
 type A, Sigma)を 60℃で温めよく撹拌した。後述するがゼラチンの濃度が濃いほど単一
 神経プレートが培養中にはがれやすくなるので、安定して培養したい場合は極力濃度
付録 A
単一神経プレートの製作
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 を低くした。洗浄したガラス基板の表面に、プラズマエッチング装置を用いて酸素プ
 ラズマを出力 75W, 流速 20 ml/secの条件で 1分間照射し、ガラス表面を親水化した。
 その後すぐに、スピンコータを用いてガラス基板上へゼラチン溶液を最高速 2000 rpm
 で 30 secスピンコートした。
4. パリレンのコーティング
 ゼラチンをコートしたガラス基板をまず真空デシケータ内に 2時間以上置き、十分乾
 燥させた。パリレン蒸着装置によって、目標厚 2～ 3 μ mとして 1.6～ 2.4 gのパリレ
 ン二量体を用いてパリレンを蒸着した。ゼラチンの水気を飛ばしておかないとパリレ
 ン蒸着装置で陰圧がうまくかからず装置の故障の原因になるので注意した。
5. アルミニウムの蒸着
 真空蒸着装置によって、直径 2 mm, 長さ 5 mm程度のアルミニウム線を用いてアルミ
 ニウムを蒸着した。アルミニウムの蒸着量が多いと後段のプロセスで失敗したため、
 この量が適量であると考えられた。サンプルに熱を加え過ぎないようにできるだけ短
 時間で蒸着を完了するようにした。
6. フォトリソグラフィ
 スピンコータを用いて S1818フォトレジストを最高速 3000 rpm 30 secの条件でスピン
 コートし , 100℃で 1分間プリベイクして有機溶媒を蒸発させた。マスクアライナ露光
 機を用いて 1.で製作したフォトマスクのパターン通りの紫外光を 12 sec照射した。
 TMAH溶液 へ 40秒間程度浸すことで S1818層の感光した部位を除去した後、純水で
 すすぎ窒素ガスで水分を蒸発させた。TMAH溶液によるアルミニウムのオーバーエッ
 チングを防ぐために、感光した S1818が溶けだした紫色が見えなくなった後、アルミ
 ニウムが部分的に溶けだしてすぐのタイミングで TMAHからサンプルを引き上げるこ
 とが重要であった。この段階で、設計した単一神経細胞プレートの形状の S1818がア
 ルミニウムの上に存在する状態となる。
7. アルミニウムのエッチング
 60℃に熱した混酸アルミ溶液へ、目視でアルミニウム層が完全にエッチングされたこ
 とを確認できるまで 3秒間程度浸した。 オーバーエッチングを防ぐため、確認次第す
 ぐに取り出し純水ですすぎ窒素ガスで水気を飛ばした。アルミニウム上面に残った
 S1818を除去するため、アセトンに浸した状態で 10分間程度超音波洗浄し、イソプロ
 パノールですすぎ、窒素ガスで乾燥させた。超音波洗浄の時間が短いと S1818の溶け
 残りの断片がデバイス上に張り付き後段で失敗し、時間が長いとパリレン層が破断す
 ることがあったため 10分程度が最適と考えられた。
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8. パリレン、ゼラチンのエッチング
 反応性イオンエッチング装置を用いて、酸素プラズマを出力 50 W,  流速 20 ml/sec の条
 件で 30～ 40分間照射し、パリレンをエッチングした。この条件では 10分で 1 μ mの 
 パリレンがエッチングされることがわかっていたため、パリレンの下のゼラチンを完
 全にエッチングするため 2～ 3 μ mのパリレンがエッチングされる 20～ 30分よりも
 それぞれ 10分間長くプラズマを照射した。顕微鏡下でピンセットを用いてデバイス表
 面の構造を軽くひっかき、パリレンやゼラチンのエッチング残しが無いことを確認し
 た。この段階でパリレンが白濁しそれイ所エッチングできない状態に陥る標本が現れ
 ることがあった。おおまかに 20％程度の標本がそのようなパリレンの白濁を呈するこ
 とがあったが、その標本はそれ以降実験に使用せず捨てた。
9. MPC ポリマーのコーティング
 MPCポリマー溶液 A液とコハク酸触媒 B液を体積比 10:1 の割合で混合し、スピンコー
 タを用いて最高速度 2000 rpm 30 sの条件でデバイス上へスピンコートした。エタノー
 ルを適量入れたビーカーと共に密閉内に封じ、エタノール雰囲気化で 20分乾
 燥させた後、70℃で 4時間加熱処理することでデバイス表面に露出したガラスへMPC
 ポリマーを共有結合させた。長期保存する場合は本段階でアルミホイルにくるんで遮
 光し、真空デシケータ内へ保存した。
10. 細胞接着タンパク質のコーティング
 デバイスを TMAH溶液へ 3～ 5分程度浸し、単一神経細胞プレート上のアルミニウム
 を完全に除去した。水洗し、水が乾かないうちにデバイスを直径 35mmの細胞培養皿
 へ移し、細胞接着タンパク質の溶液を 1 ml、デバイス表面を完全に覆うように滴下した。
 37℃、5%CO2 雰囲気化の細胞培養用インキュベータ内にデバイスを静置し、1～ 6時
 間程度置くことで細胞接着タンパク質を単一神経細胞プレート上へ吸着させた。リン
 酸緩衝バッファ (Phosphate buffer saline, PBS)で 3～ 4回洗浄し、培養液で満たした。ラ
 ミニン (マウス EHS肉腫基底膜由来ラミニン、L2020, Sigma)を Basal Salt Solution (BSS, 
 組成：NaCl 130 mM, KCl 5.4 mM, CaCl2 1.8 mM, D-glucose 5.5 mM, HEPES-NaOH pH7.4 
 20 mM in　MilliQ)に 2 μ g/mlの濃度で溶解した。ここで、常時 -20℃で保存したラミニ
 ンは常温にせず氷上で融解し、BSSに溶解後も速やかに氷上に静置した。1 cm角にダ
 イシングしたデバイスには 100 μ l、 直径 3 cmの円形のデバイスには 1 mlが適量であっ
 た。ラミニン溶液は常時氷上におき、滴下前にゆっくり 3回ピペッティングで撹拌した。
 ラミニンのコーティング後は速やかにデバイスを 37℃インキュベーター内に静置した。
 4時間程度インキュベータ内に静置した後、PBSで 4回洗浄し、培養液を満たした。
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1.  37℃に温めた 4% パラホルムアルデヒド
 (Paraformaldehyde, PFA)を入れ 15分常温で静置することで細胞を固定した。
2.  PBSで 3回洗浄し、0.1% Triton-X溶液を入れ 10分常温で静置することで細胞膜表面に
 穿孔を施した。
3.  PBSで 3回洗浄し、抗体の非特異的吸着を低減するブロッキングとして、PBSに溶解
 した 1% (w/v) ウシ血清アルブミン (Bovine serum albumin, BSA) でデバイス表面を覆い、
 4℃で 1時間静置した。
4.  一次抗体を 1% BSA溶液に対して体積比 1:1000で混合し、常温で 1時間静置したのち、
 PBSで 3回洗浄した。
5.  二次抗体を 1% BSA溶液に体積比 1:1000で混合し、4℃で 30分静置したのち、PBSで
 三回洗浄した。
6.  PBSで三回洗浄し、位相差顕微鏡画像、蛍光顕微鏡画像をそれぞれ取得した。
細胞が存在しないプレートのみのサンプルの場合、3.から行った。
付録 B
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1.  画像解析ソフトウェア ImageJ を用いて、まず得られた画像 (Fig. 2. 11 (a)など )を読み
 込み、Analyze->Set scaleでスケールを設定した（蛍光顕微鏡 IX81および画像取得ソフ
 トウェアMetamorphを用いた場合、10倍の対物レンズで撮影した場合は 155 pixelが 1
 00 μ m、20倍の場合は 310pixelが 100 μ mであった）。
2.  Fig. 2. 11 (a)のデザインのプレートの場合、プレートを中心にして縦 130 μ m × 横 250 μ
 mの関心領域 (Region of interest, ROI)を設定した。これは、細胞体部が 30 μ m, 軸索部
 が 100 μ m, 樹状突起部が 20 μ mでありプレートの間の間隔が 100 μ mであったため、
 一つ一つのプレートを縦 (30+100) μ m, 横 (30+100+20+100) μ mの領域で区切ることが
 できたためである。それぞれの ROIは Analyze->Tools->ROI Managerで保存した (Open, 
 Saveで ROIの読み込みと保存ができ、Show all, labelsにチェックを入れると ROIを表
 示できる )。各 ROIごとにプレートの画像を複製した。
3.  各 ROIの画像に対して、Image->Adjust->Thresholdで緑色の一定の閾値を決めそれ以下
 の値の画素をカットした。このとき、Threshold color: white, color space: RGBにし、G 
 (Green)の閾値を背面のノイズが 0になるように目視で設定した。
4.  Process->Binary->Convert to Maskで白黒二値画像に変換した (緑色を黒とした )。
付録 C
単一神経細胞プレートの画像解析手法
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PC12細胞を増殖させる場合、以下の手順で培養した。
1. 血清入り培養液は Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) 中に、予め 60℃で 30分
 間温め非動化したウシ胎児血清 (Fetal Bovine Serum, FBS) 10% (v/v)、同条件で非動化し
 たウマ血清 (Horse Serum, HS) 10% (v/v)、 抗生物質 (ペニシリン -ストレプトマイシン ) 
 1% (v/v)を混合したものとした (以下この組成の培養液を「血清入り培養液」と呼称す
 る )。
2.  液体窒素中で凍結保存しておいた PC12細胞が入ったバイアルを恒温槽内で 37℃で湯
 煎することで速やかに解凍し、予めチューブ内で 37℃に温めておいた血清入り培養液
 中へ混合した。遠心機によってチューブ内の細胞を下方に集め、上清を 37℃で温めて
 おいた血清入り培養液に置換した。
3. ピペッティングにより細胞を培養液中で懸濁させ、37℃で温めた血清入り培養液を 10 
 ml加えた直径 60 mmの培養皿中へ播種した。培養皿をインキュベータ内に静置し 37℃
 5% CO2雰囲気下で 3日間培養した。
4.  細胞が分裂して増殖し培養皿底面を満たす状態を 100 %としたとき、70～ 80%程度の
 状態で継代を行った。継代は培養液をアスピレータで除去し、2 mlのトリプシン
 -EDTAを加えた後 4分間インキュベータ内で反応させて細胞を細胞培養皿の底面から
 分離した。1 mlの 37℃血清入り培養液を加えた後、遠心機で細胞を分離し、上清を
 37℃血清入り培養液に置換した。容量の 1/3を 10 mlの 37℃血清入り培養液の入った
 直径 60 mm培養皿中へ加え、再びインキュベータ内へ静置した。細胞を長期使用しな
 い場合は継代操作の終了時に 60 mm培養皿へ加える代わりに上清をセルバンカー 1 ml
 へ置換し、チューブに入れた状態で液体窒素タンク内に保存した。
付録 D
単一神経細胞プレートへの PC12 細胞の培養
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PC12細胞を交感神経様細胞に分化させる場合、以下の手順で培養した。
1.  無血清培養液は DMEMにペニシリン -ストレプトマイシンを 1% (v/v)加えたものとし
 た (以下、この組成の培養液を「無血清培養液」と呼称する )。 
2.  培養皿中にデバイスを静置した。一般的な直径 35 mmの細胞培養皿で培養する場合は
 デバイスをグリースによって底面に固定し、直径 1 cmの円形の固定具付きの直径 35 
 mm細胞培養皿で培養する場合は、固定具に合うように 1 cm角にダイシングしたデバ
 イスを使用し、固定具内部に静置した。
3.  培養皿中に 37℃無血清培養液を適量加えた。血清入り培養液で培養した PC12細胞を
 継代時と同様にトリプシン -EDTAではがし、遠心機で回収した。トリパンブルー染色
 による細胞の生死判定を行った後、自動細胞計数機を用いて細胞の濃度を計数し、目
 的の濃度となるように溶液を調整してデバイスの入った細胞培養皿に播種した。培養
 皿に NGFを 10 ng/mlとなるように添加した。
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付録 E
単一神経細胞プレートへの
ラット初代培養海馬神経細胞の培養
本項は雑誌掲載の予定であるため現時点では公表できない。
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1.  プレートから培養液を除去し、2%グルタルアルデヒドを入れ 15分間静置することで
 細胞を固定した。
2.  MilliQで 3回洗浄し、30%エタノール、50%エタノール、70%エタノールの順番でそ
 れぞれ洗浄し、10分間静置した。
3.  80%、90%、95%、99.5%エタノール中でそれぞれ 10分間静置し、さらに 99.5%エタノー
 ルで 2回洗浄、10分静置を繰り返すことでエタノールに置換した。
4.  t-ブチルアルコールに置換し 10分静置することを 3回繰り返した。
5. 培養皿をパラフィルムで覆い、-80℃で 5分間静置することで凍結した。
6.  パラフィルムに穴をあけ、凍結乾燥機で乾燥させた。
7.  表面にプラチナの薄膜をスパッタリングし、電子顕微鏡で観察した。
付録 F
 　　単一神経細胞プレートの凍結乾燥
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